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1 Gegenstand der Arbeit 
1.1 Einführung 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung von Bindungs-
eigenschaften ausgewählter Polymere an Kollagen Typ I als Hauptbestandteil von 
Leder. 
Obwohl es sich bei der Gerberei um ein traditionelles Handwerk handelt, sind die 
Wechselwirkungen zwischen Kollagen und Gerb- bzw. Nachgerbstoffen auf 
molekularer Ebene weitgehend unerforscht.   
Bekannt ist, dass Gerbstoffe auf unterschiedlichste Art und Weise chemische 
Quervernetzungen innerhalb der Kollagenmatrix herstellen und diese somit 
stabilisieren. 
Auf welcher hierarchischen Ebene des Kollagens diese Wechselwirkung stattfindet und 
wie stringent eine solche Bindung mindestens sein muss, um einer Substanz den 
Charakter eines Gerbstoffes zu verleihen, bleibt bis heute unbeantwortet. 
Gesucht wird eine Alternative zur gängigen Chromgerbung, denn diese ist nicht nur 
ökologisch, sondern auch aus gesundheitlicher Sicht nicht unbedenklich. Außerdem 
wird angestrebt, besonders über die Nachgerbung dem Leder je nach Anwendung 
erforderliche Eigenschaften zu verleihen. So muss ein Leder, welches beispielsweise 
in der Innenausstattung von Automobilen zum Einsatz kommt, innerhalb großer 
Temperaturintervalle formstabil bleiben. 
Es ist demnach Gesamtziel, die Bindungseigenschaften an die Kollagenmatrix und den 
Zusammenhang zur Gerbwirkung zu verstehen, um gezielt neue, umweltverträgliche 
Substanzen entwickeln zu können, welche nicht nur gerbend wirken, sondern auch in 
ihrer Struktur einen gewissen Spielraum für charakteristisches Design lassen.   
Hierzu bietet sich die Substanzklasse der Polymere an, welche in Bezug auf 
Molekulargewicht, Verzweigung und Ladungsmuster eine große Bandbreite an 
Variationen zulässt. Inwieweit diese Eigenschaften nutzbar sind und die daraus 
resultierenden Polymere einen gerbenden Charakter aufweisen, muss untersucht 
werden. Erste Erfolge konnten mit Polymethacrylsäure erzielt werden, welche bereits 
industriell als Nachgerbstoff eingesetzt wird. 
Erstaunlicherweise hat im Gegensatz dazu Polyacrylsäure keinerlei gerbende Wirkung, 
obwohl sich der Strukturunterschied zwischen beiden Polymeren lediglich auf eine 
Methylgruppe pro Monomer beläuft. Zum Vergleich wurden neben Polyacrylsäure mit 
unterschiedlichen Kettenlängen auch ungeladene Polymere eingesetzt.  
Ausgehend von Polyethylenglycol wurde auch hier mit verschiedenen Kettenlängen
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gearbeitet und über Untereinheiten wie Ethylenglycol und Diethylenglycol geprüft, 
welchen Einfluss die Molekülgröße auf eine mögliche Interaktion mit Kollagen hat. Als 
Vertreter eines kovalenten Vernetzers wurde Glutaraldehyd gewählt, welches ebenfalls 
schon in der Produktion als Gerbstoff eingesetzt wird.  
 
1.2 Ziel 
 
Ein Ziel dieser Arbeit ist es, ein Modellsystem zu finden, das es erlaubt, Kenntnis 
darüber zu erlangen, auf welcher hierarchische Strukturebene des Kollagens 
potentielle Wechselwirkungen mit Polymeren stattfinden.  
Da Kollagen komplexe Strukturen ausbildet, ist es schwierig, über die fibrilläre Stufe 
Einblick auf die molekulare Ebene zu erlangen. Zu diesem Zweck wurde auf ein 
Verfahren zurückgegriffen, wobei die Fibrille in Anwesenheit ausgewählter Polymere 
von der Tropokollagenstufe aus in vitro neu assembliert wurde.  
Kapitel 4.1 beschäftigt sich mit dieser in vitro Fibrillogenese. Die Kinetik dieses 
Assemblierungsprozesses, welche mittels UV/Vis-Spektroskopie verfolgt werden kann, 
gibt Aufschluss darüber, ob das ausgewählte Polymer vorrangig auf Monomer-, 
Mikrofibrillen- oder Fibrillenebene wirkt. Zur Auswertung der so gemessenen Kinetiken 
dient ein Modell, welches es erlaubt, mittels eines Differentialgleichungssystems die 
Fibrillenassemblierung in Teilreaktionen zu untergliedern und die geschwindigkeits-
bestimmenden Schritte zu evaluieren. In Relation dazu wurden atomkraft-
mikroskopische Abbildungen angefertigt, welche eine Aussage über eine gegebenen-
falls veränderte Morphologie der Kollagenfibrillen ermöglichen.  
Ein weiteres Ziel ist es, eine Methode zu entwickeln, welche es erlaubt, die 
Unterschiede von elektrostatischen Wechselwirkungen und kovalenten Bindungen 
zwischen Kollagen und Polymer messtechnisch zu erfassen und auswerten zu können. 
Wie in Kapitel 2.3 beschrieben wird, gibt es verschiedene Möglichkeiten, wie ein 
Gerbstoff an Kollagen binden kann. Entscheidend ist hierbei, dass die Bindung so 
stringent ist, dass der Gerbstoff während der Verarbeitung in der wässrigen Flotte 
innerhalb der Kollagenmatrix verbleibt und nicht ausgewaschen wird. 
Kapitel 4.2 stellt eine im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode vor, über die die 
Umkehrreaktion der in vitro Fibrillogenese - die so genannte Deassemblierung -  
beobachtet werden kann. Es wird gezeigt, dass sich eine gebildete Fibrille in ihre 
native Monomerform rück überführen lässt und in welcher Art und Weise die 
zugesetzten Polymere in diese Reaktion eingreifen. So können Aussagen über die 
Bindungsstärke der Polymere an das Kollagen getroffen werden, welche ein 
entscheidendes Kriterium für eine mögliche Gerbwirkung darstellt. 
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2 Grundlagen 
2.1 Historische Entwicklung 
 
Schon vor Jahrtausenden schützten sich die Menschen vor Kälte und Witterung durch 
das Umhängen von Fellen oder Tierhäuten. Wird eine solche Tierhaut gegerbt, also 
von Haaren, Fettgewebe und nicht fibrillärem Eiweiß befreit und durch verschiedene 
Verfahrensschritte stabilisiert, erhält man Leder [1]. 
Das Gerben ist demnach eines der ältesten Handwerke überhaupt. Damals wie heute 
fiel die tierische Haut als Nebenprodukt bei der Fleischgewinnung an [2]. In der 
Altsteinzeit (ca. 8000 v. Chr.) wurde Haut mit Hirn oder Urin haltbar gemacht. Die 
Fettgerbung (Sämischgerbung) geht bis in die Jungsteinzeit (ca. 6000 v. Chr.) zurück. 
Vegetabil gegerbte Leder, bei der hauptsächlich Rinde von Eichen und Buchen zum 
Einsatz kamen, sind seit der Bronzezeit (2000 v. Chr.) bekannt [3, 4].  
Einen wesentlichen Aufschwung erlebte die Technologie der Lederherstellung erst im 
19. Jhd., als aus dem sich im Mittelalter entwickelten Handwerk ein Industriezweig 
wurde. Entscheidend hierfür war die von den Gebrüdern Durio eingeführte 
Verwendung des Gerbfasses, welche die vorher verbreitete Grubengerbung ablöste 
[5]. 1853 revolutionierte der Apotheker Karl Hyltén-Cavallius die Lederherstellung mit 
der Entdeckung der gerbenden Wirkung von Chromsalzen. Seit 1883 wird diese Art der 
Gerbung technisch eingesetzt und dominiert bis heute die verarbeitende Industrie [6].  
Otto Röhm entwickelte 1904 die wissenschaftlich-technischen Grundlagen für die 
chemisch-enzymatische Lederbehandlung. Bis heute werden beispielsweise die 
proteolytischen Eigenschaften von Trypsin genutzt, um Fett- und Schweißdrüsen sowie 
Pigmentzellen aus der Rohhaut zu entfernen [1]. 
Gegenwärtig unterscheidet man in der Gerberei im Wesentlichen drei Gerbverfahren:  
1. die vegetabile Gerbung mit Pflanzenextrakten,  
2. die Gerbung mit synthetischen organischen Verbindungen (Syntanen), 
 beispielsweise Glutaraldehyd und 
3.  die mineralische Gerbung, bei der Metallsalze wie zum Beispiel Eisen-, 
 Aluminium-, Zirkonium- und Chromsalze zum Einsatz kommen [7]. 
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2.2 Kollagen - Die biologische Matrix des Leders 
 
Grundlage des Leders stellt das Corium - auch als Lederhaut bezeichnet - 
verschiedenster Wirbeltierarten (Rind, Schwein, Schlange etc.) dar. Welche Haut 
schließlich zur Gerbung genutzt wird, hängt nicht zuletzt vom so genannten Narbenbild 
der Haut ab. Das Narbenbild einer Haut wird durch die Einstülpungen der Haarbälge 
bestimmt, welche ins Corium hineinreichen. So ist es typisch, dass eine Ziegenhaut 
von größeren und kleineren Löchern durchsetzt ist, die aus den Grannen und 
Wollhaaren resultieren, welche sehr schräg in der Haut sitzen. Die Haut eines Kalbes 
ergibt ein sehr feines, gleichmäßiges Narbenbild, da sich die feinen Haarkanäle sehr 
eng beieinander befinden, während das Narbenbild bei einem ausgewachsenem Rind 
um einiges gröber aber immer noch gleichmäßig in der Porenverteilung ist, da hier die 
Haare weiter auseinander stehen.  
Das Corium befindet sich im Hautquerschnitt zwischen Epidermis und Subcutis und 
besteht hauptsächlich aus einem dichten Geflecht fibrillären Kollagens Typ I (Abb. 2.1). 
 
 Oberhaut 
(Epidermis)  
 
 Lederhaut 
(Corium)  
 
 Unterhaut 
(Subcutis)  
 
 
Abb. 2.1: Querschnitt durch eine Säugetierhaut mit der typischen Unterteilung in 
Epidermis, Corium und Subcutis. Das dichte Proteinnetzwerk unter der Epidermis 
besteht hauptsächlich aus fibrillärem Kollagen Typ I (Abbildung nach [8]).  
 
Kollagen Typ I wird von den Fibroblasten exprimiert und gehört zu den Skleroproteinen 
der extrazellulären Matrix, die der Haut sowohl enorme Zugfestigkeit als auch 
Flexibilität verleihen [9]. Die Grundeinheit einer Kollagenfibrille stellt dabei das so 
genannte Tropokollagen (Kollagenmonomer) dar. 
Bei einem Kollagen Typ I Monomer handelt es sich um ein heterotrimeres Molekül, 
welches aus drei linksgängigen α-Ketten besteht, von denen zwei in ihrer 
Aminosäuresequenz identisch sind: [α1(I)]2 [α2(I)]. 
 4
                                                                                                              Grundlagen 
Eine Polypeptidkette setzt sich dabei aus ca. 1050 Aminosäuren zusammen. Die drei 
Ketten ordnen sich zu einer rechtsgängigen Tripelhelix an, für die sich eine 
Gesamtgröße von 300 kDa ergibt (Abb. 2.2) [10, 11, 12].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.2: Modell einer Tripelhelix von Kollagen Typ I (Abbildung nach [13]).  
 
Die Besonderheit der Primärstruktur der Polypeptidketten liegt in der regelmäßigen 
Anordnung der Aminosäuren. So findet man zu 30 % Glycin in einer repetitiven 
Sequenzeinheit Gly-X-Y. Dabei steht Prolin (220 Prolin-Reste/Mol) häufig an der Stelle 
X und an Stelle Y 5-Hydroxylysin oder 4-Hydroxyprolin, welches maßgeblich für die 
hydrothermische Stabilität des nativen Kollagens verantwortlich ist. Da es sich bei 
Prolin um einen Helixbrecher handelt, welcher die Sekundärstruktur von Proteinen von 
einer helikalen in eine gerade Struktur überführt, wird auf Grund dieser 
Sequenzwiederholung die Rotation der Polypeptidkette vorgegeben. Die hohe 
Reaktivität und damit Gerbbarkeit des Kollagens liegt im großen Anteil an sauren und 
basischen Aminosäuren begründet, welche ebenfalls an den Stellen X und Y 
vorkommen können und clusterartig gehäuft auftreten. Damit verleihen sie der 
Tripelhelix ein für die spätere Assemblierung wichtiges Ladungsmuster [12]. 
Die posttranslationalen Modifikationen der Hydroxylierung, aber auch die 
Glycosylierung finden im endoplasmatischen Retikulum (ER) statt. Dazu werden die 
Einzelketten als Prokollagen mit einer Größe von etwa 1500 Aminosäuren an den 
Ribosomen in das Lumen des ER cotranslatiert. 
Dort werden einige Lysin, bzw. Prolinreste vor der Ausbildung der Tripelhelix durch 
Hydroxylasen in 5-Hydroxylysin bzw. 4-Hydroxyprolin umgewandelt (Abb. 2.3). Wie 
wichtig Ascorbinsäure (Vitamin C) dabei als Co-Faktor ist, zeigt sich bei der 
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Mangelerkrankung Skorbut, deren Symptome hauptsächlich auf die fehlerhafte 
Biosynthese des Kollagens zurückzuführen sind [14].  
Die Glycosylierung erfolgt mittels Galaktose- und Glucosetransferasen, wobei 
Disaccharide kovalent mit den Hydroxylysinresten verknüpft werden.  
 
                                                                                            
                                                                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.3: Hydroxylierung eines Prolinrestes am C-4 durch die Prolin-Hydroxylase, ein 
Enzym, das molekularen Sauerstoff aktiviert. Vitamin C (Ascorbinsäure) ist bei diesem 
Prozess ein wichtiger Co-Faktor (Abbildung entnommen aus [15]). 
 
Die Bildung der Tripelhelix erfolgt reißverschlussartig über Wasserstoffbrücken vom C-
Terminus zum N-Terminus [16, 10]. Mit Hilfe einer Proteindisulfidisomerase (PDI) 
werden in der C-terminalen Pro-Sequenz zwischen den drei Peptidketten 
Disulfidbrücken ausgebildet [17]. Dabei verhindern die Propeptide und ein 
Hitzeschockprotein von 47 kDa (Hsp47), dass das Kollagen schon innerhalb des ER 
assembliert [18]. 
Anschließend erfolgt die Abgabe der Prokollagenmoleküle in den extrazellulären Raum 
über Exocytose sekretorischer Vesikel [10]. 
Direkt nach der Sekretion aus der Zelle erfolgt die Abtrennung der Prosequenzen 
durch eine N- bzw. C-Proteinase, wodurch aus dem Prokollagen assem-
blierungsfähiges Tropokollagen entsteht (Abb. 2.4) [19].  
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Abb. 2.4: Das Translationsprodukt, bestehend aus Signalpeptid/ N-terminalem 
Propeptid/ Hauptteil/ C-terminalem Propeptid, wird durch Prokollagen-Peptidasen zu 
Tropokollagen zurechtgeschnitten (Abbildung aus [15]). 
 
Im Anschluss daran findet im extrazellulären Raum die Fibrillogenese statt, bei der die 
Tropokollagenmoleküle zu Fibrillen assemblieren. 
Dieses Phänomen der Selbstassemblierung liegt unter Normalbedingungen 
(Raumtemperatur, neutraler pH-Wert) darin begründet, dass die in einer Fibrille 
angeordneten Kollagenmoleküle thermodynamisch stabiler sind als in freier Form. Ein 
ähnliches Verhalten wird bei Mikrotubuli oder Aktinfilamenten beobachtet [20, 21]. 
Die genaue Struktur der Kollagenfibrille ist noch nicht vollständig erforscht und wird in 
verschiedenen Ansätzen intensiv diskutiert. Die Aminosäuresequenz und die 3D 
Struktur der Tripelhelix konnte unter anderem durch Röntgenstrukturanalysen aufge-
klärt werden [22, 23].  
Höher geordnete Strukturen betreffend beschrieb Smith 1968 [24] als Erster die 
Mikrofibrille als eine aus fünf Monomeren bestehende Untereinheit der Fibrille, welche 
ein Pentagon bildet. Seitdem wurden von verschiedenen Gruppen die Länge und 
Struktur dieser Mikrofibrille disputiert [25, 26]. Des Weiteren wurden verschiedene 
Modelle zur Packung der Kollagenmoleküle innerhalb der Fibrille entwickelt. So 
beschreiben Hulmes und Miller [27] eine hexagonale kristalline Anordnung, während 
Fraser et al. eine trikline Anordnung annehmen [28, 29]. Prockop et al. stellen sogar in 
Frage, ob es sich bei Kollagen überhaupt um eine durchgängig kristalline Struktur 
handelt [30]. 
Die Besonderheit der Fibrillogenese besteht darin, dass sich die 
Tropokollagenmoleküle nicht bündig anordnen, sondern um 64 nm versetzt. Daraus 
ergibt sich ein charakteristisches Querstreifenmuster entlang der Fibrille, die so 
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genannte D-Periodizität (Abb. 2.5) [31]. Für die experimentell ermittelte D-Periodizität 
ergeben sich aus der Literatur verschiedene Angaben von 64 nm – 68 nm [32, 33, 34].  
 
 
30
0 
nm
 
64
 n
m
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.5: Entstehung der D-Periodizität innerhalb der Kollagenfibrillen, aufgrund der 
um 64 nm versetzten nicht bündigen Anordnung der Tropokollagenmoleküle 
(Abbildung nach [35]). 
 
Die Dicke und Länge der entsprechenden Fibrille ist dabei von der Art und dem Alter 
des exprimierenden Gewebes abhängig [36]. 
Um das Tropokollagen zu stabilisieren, werden auf fibrillärer Stufe zwischen den 
Molekülen über die Lysin- und Hydroxylysinreste kovalente Quervernetzungen 
hergestellt. Man unterscheidet dabei intramolekulare Querbrücken, welche durch 
Aldehydderivate zweier Lysinreste entstehen, die eine Aldonkondensation eingehen, 
und intermolekularen Querbrücken. Hierbei werden zwei Hydroxylysinreste mit einem 
Lysinrest verknüpft. Dabei entsteht eine Hydroxypyridiniumquerbrücke. Diese 
Quervernetzungen finden zwischen Resten des Carboxylendes des einen und des 
Aminoendes eines anderen Kollagenmoleküls statt [11].  
Die so gereifte mature Kollagenfibrille ordnet sich zu Fibrillenbündeln an, welche sich 
wiederum zu dicken Fasern aneinander lagern, die miteinander vliesartig verwoben 
sind und die Matrix der Lederhaut bilden. 
 
2.3 Gerbung - Eine Haut wird konserviert 
 
In der Gerberei durchläuft die Haut eine Vielzahl von komplexen Schritten wie zum 
Beispiel das Entfleischen, Spalten, Trocknen und Stollen, um nur einige zu nennen 
(Abb. 2.6). 
Der wichtigste Schritt, welcher die Haut vor mikrobiellem Abbau und autohydro-
lytischen Prozessen schützt, ist jedoch die Gerbung.  
 8
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Reich [7] definiert die Gerbung als Technologieschritt, durch den das 
Kollagenfasergeflecht der Häute und Felle chemisch-strukturell soweit permanent 
stabilisiert wird, dass es bei Wasserentzug nicht mehr kollabiert und nicht mehr 
verklebt, also nicht pergamentartig auftrocknet. Es ist so hydrolytisch und enzymatisch 
weniger angreifbar und weist häufig auch erhöhte hydrothermische Stabilität auf. Alle 
Stoffe, die dies bewirken und zum Lederbestandteil werden, sind Gerbstoffe, 
unabhängig von ihrer chemischen Struktur und der Art ihrer Bindung an das Kollagen. 
Die Beurteilung, ob eine Haut gegerbt ist oder nicht, erfolgt zum Beispiel über 
Schrumpfungstemperatur und Faulverhalten. Das Hauptkriterium ist jedoch die 
Grundeigenschaft des Leders: das „permanente“, wasserbeständige, lederartig-poröse 
Auftrocknen [7, 37]. 
Um diesen Effekt zu erreichen, werden Gerbstoffe eingesetzt, die die Kollagenfibrillen 
und damit auch die Fasern durch Quervernetzungen versteifen oder umhüllen [3]. 
Auf diese Art und Weise wird verhindert, dass bei Wasserentzug die adhäsiven 
Gruppen des Kollagens zusammenkleben und eine hornartige Pergamentstruktur 
entsteht [7]. 
Gegerbt wird in wässriger Flotte, wobei der Gerbstoff durch Diffusion in die 
Kollagenmatrix gelangt. Dieser Vorgang ist sowohl vom Konzentrationsgradienten als 
auch der Affinität des Gerbstoffes zum Kollagen abhängig und wird durch das Walken 
im rotierenden Gerbfass unterstützt. Die Reaktivität des Kollagens und - im Falle der 
Chromgerbung - auch die des Gerbstoffes ist pH-Wert abhängig, womit die molekulare 
Anbindung durch pH-Anpassung gezielt gesteuert werden kann. Somit wird verhindert, 
dass der Gerbstoff sofort an der Oberfläche der Haut kovalent abbindet und damit die 
Diffusion weiteren Gerbstoffes ins Innere der Kollagenmatrix verhindert. Denn 
ausschlaggebend für die Gerbwirkung ist nicht nur die Reaktivität, sondern auch die 
Teilchengröße des eingesetzten Gerbstoffes, da die Porengröße und damit die 
Möglichkeit des Gerbstoffes, bis in kleinste molekulare Ebene des Coriums 
vorzudringen, seitens der Kollagenmatrix vorgegeben ist. 
Neben der Porengröße sind natürlich auch die reaktiven Gruppen des Kollagens 
maßgeblich (Tab. 2.1). 
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Abb. 2.6: Stationen der Lederherstellung (Übersicht entnommen aus [38]).  
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Funktionalität Bindungsart Beispiele von Gerbstoffen 
Carboxylgruppen Komplexbindung Metallsalze, hauptsächlich 
basische Chrom(III)-Sulfate 
basische Gruppen kovalente Bindung Aldehyde, Diisocyanate 
Peptidgruppen Wasserstoffbrücken vegetabile und synthetische 
Gerbstoffe 
gesamte Oberfläche hydrophobe, „van der 
Waals“-Bindungen 
Polymere, Tenside 
Tab. 2.1: Bindungsmöglichkeiten von Gerbstoffvertretern an funktionelle Gruppen von 
Kollagen Typ I. (Tabelle nach [39]) 
 
Im Folgenden soll kurz auf die gängigen Verfahren mit vegetabilen Gerbstoffen und 
Glutaraldehyd eingegangen werden. 
 
2.4 Die Gerbung mit vegetabilen Gerbstoffen und mit Glutaraldehyd 
 
Die vegetabile Gerbung ist eine der ältesten Gerbmethoden (siehe Kap. 2.1). Hierbei 
werden so genannte Tannine aus Hölzern (z. B. Kastanie), Rinde (z. B. Mimosa) und 
Früchten (z. B. Valonea, Tara) eingesetzt. Es handelt sich dabei chemisch gesehen 
ausschließlich um polyphenolische Verbindungen, die in nahezu allen höheren 
Pflanzen vorkommen. Die Vernetzung erfolgt dabei hauptsächlich über Wasserstoff-
brücken zwischen den Peptidgruppen des Kollagens und den Hydroxylgruppen des 
Gerbstoffes (Abb. 2.7). Anwendung findet die vegetabile Gerbung überall dort, wo 
festes und kompaktes Leder gebraucht wird, wie zum Beispiel in der Schuh-
lederherstellung. Aufgrund der hellen Farbgebung wird das so gegerbte Leder „wet 
white“ genannt [40].  
Der Nachteil der vegetabilen Gerbung besteht darin, dass es sich um ein langwieriges 
und kostenintensives Verfahren handelt. Hinzu kommt, dass die Gerbwirkung stark 
vom Alter der Pflanze und dem Zeitpunkt der Ernte abhängt und somit eine konstante 
Qualität des Leders kaum zu gewährleisten ist. Ferner ist vergleichend zur 
Chromgerbung die organische Fracht der Abwässer, die beim Gerbprozess entstehen, 
wesentlich höher und schwerer abbaubar. Damit ist die Umweltbelastung bei der 
vegetabilen Gerbung durchaus höher als bei der Chromgerbung (siehe Kap. 2.5). Bei 
der Herstellung von „wet white“ Ledern wird die Verwendung von Chrom als Gerbstoff 
ausgeschlossen. Eine Vorgerbung mit Glutaraldehyd ist jedoch möglich. 
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 Wasserstoffbrückenbildung von 
Pflanzengerbstoffen/Polyphenolen  
 
Abb. 2.7: Vernetzungsmöglichkeiten von Kollagen unter Einsatz von vegetabilen 
Gerbstoffen (Abbildung nach [38]). 
 
Glutaraldehyd bindet kovalent an die Kollagenmatrix (Abb. 2.8) und ist sehr reaktiv. Auf 
diese Weise gegerbtes Leder zeichnet sich durch eine besondere Weichheit und 
Waschbarkeit aus. Außerdem ist es besonders schweißbeständig, weshalb es haupt-
sächlich in der Bekleidungsindustrie eingesetzt wird. Allerdings ist Glutaraldehyd 
gesundheits- und umweltschädlich. Da es sehr giftig für Wasserorganismen ist, wird es 
in die Wassergefährdungsklasse 2 eingestuft und macht somit komplizierte Ent-
sorgungsverfahren und Abwasserbehandlungen notwendig. 
Glutaraldehyd wird als Kombinationsgerbstoff mit vegetabilen Gerbstoffen, aber auch 
mit Chrom(III)-Sulfaten eingesetzt [41]. 
 
 
 
 
 
 
 kovalente Quervernetzung durch 
Glutaraldehyd  
 
 
Abb. 2.8: Kovalente Vernetzung von Kollagen durch Glutaraldehyd (Abbildung nach 
[38]). 
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2.5 Chromgerbung - Gerbmethode der Wahl oder Ökologieproblem? 
 
Das wirtschaftlich bedeutendste Gerbverfahren ist mit einem weltweiten Anteil von ca. 
90% die Chromgerbung [42]. 
Hierbei wird Chrom über basische Chrom(III)salze an die Aminosäuren des Kollagens 
gebunden. Als Ligand der sich bildenden Chromkomplexe dienen die Carboxylgruppen 
(Abb. 2.9).  
Das gängigste Gerbverfahren ist das so genannte Ein-Bad-Verfahren. Hierbei wird die 
Haut in eine Lösung aus basischem Chrom(III)sulfat und organischen Säuren gegeben. 
Anschließend wird die Lösung mit Natriumhydrogencarbonat, Borax oder anderen 
basischen Salzen neutralisiert. 
Im Ergebnis dieses Prozesses findet sich im fertigen Produkt ein Chromgehalt von 2 - 
6 % [43].  
 
 
 
 
 
 
 
 
Komplexbindung von basischem  
          Chromsulfat  
 
 
Abb. 2.9: Bindung von Chromsulfat an Kollagen unter Ausbildung eines 
Chromkomplexes (Abbildung nach [38]). 
 
Bei der Gerbung entsteht aber nicht nur chromhaltiges Leder, sondern auch 
schwermetallbelastete Abwässer und Klärschlämme, die ökologisch nicht unbedenklich 
sind [42]. Eine weitgehende Entlastung kann durch hochauszehrende Verfahren oder 
die Rückgewinnung des Chroms aus dem Abwasser erreicht werden.  
Besonders in Klärschlämmen kommt es während des Deponierens aber immer wieder 
durch die Oxidation von Crom(III)salzen zur Entstehung von giftigen Chrom(VI)-Ver-
bindungen.  
Aber auch das Entsorgen und Deponieren von schwermetallhaltigen Fertigerzeug-
nissen, wie zum Beispiel Schuhen, stellt ein ökologisch bedeutendes Problem dar 
(Tab. 2.2) [42]. 
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Gefährdungs- 
kategorie 
Aufnahme und Wirkung Cr(III)-
Verbindung
Cr(VI)-
Verbindung 
Toxizität gegenüber 
Mensch und Tier 
 
 
sehr 
langsam 
keine 
keine 
keine 
 
- Toxizität bei oraler 
Aufnahme (Mensch) 
- Membrandiffusion 
- teratogene Wirkung 
- mutagene Wirkung 
- cancerogene Wirkung 
 
selten 
letal < 1g 
Kaliumdichromat 
rasch 
möglich 
nachgewiesen 
belegt bei 
Inhalation 
sehr häufig - allergene Wirkung 
 
1 Wasser-
gefährdungsklasse 
(WGK) 
 
 
3 
Tab. 2.2: Physiologischer Vergleich von Chrom(III)- und Chrom(VI)-Verbindungen. 
Laut Bundesministerium für Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit entspricht 
WGK1= schwach wassergefährdenden Stoffen, WGK2= wassergefährdenden Stoffen 
und WGK3 = stark wassergefährdenden Stoffen. Daneben werden Stoffe und 
Gemische definiert, die als nicht wassergefährdend zu betrachten sind (Tabelle nach 
[42]). 
 
In sehr geringen Mengen ist Chrom für den Organismus essenziell, wobei die Toxizität 
dabei von der Wertigkeit des Chroms abhängt. Chrom(III)- Verbindungen können vom 
Körper schlecht resorbiert werden und gelten deshalb als ungiftig. Trotzdem können 
auch sie bei empfindlichen Personen über kleine Wunden oder Risse in der Haut zu 
Allergien oder Ekzemen führen. Problematisch gestalten sich karzinogene Chrom(VI)-
Verbindungen, die nach § 30 des Lebensmittel- und Bedarfsgegenstände Gesetz 
(LMBG) nicht in Bekleidung und Schuhen nachweisbar sein dürfen [44].  
Cr(VI)-Verbindungen zeichnen sich durch eine sehr gute Wasserlöslichkeit aus. Da der 
Ionenradius und auch die Ladung sowie die geometrische Struktur von Chromat und 
Sulfat sehr ähnlich sind, können Chrom(VI)-Ionen sehr gut die Zellmembran 
durchdringen. Im physiologischen pH-Bereich von 7,4 ist Cr(VI) ein mittelstarkes 
Oxidationsmittel und kann zum Beispiel durch Aminosäuren wie Cystein reduziert 
werden, wodurch sich Proteinagglomerate bilden. Außerdem wurden bei in vitro 
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Experimenten gentoxische Effekte wie Chromosomenaberrationen, Schwester-
chromatid-Austausche, Zelltransformationen, Punktmutationen, DNA-Einzelstrang-
brüche sowie DNA-DNA- aber auch DNA-Protein-Quervernetzungen beobachtet, 
welche nicht zuletzt auf die mehrstufige Reduktion von Cr(VI) zu Cr(III) innerhalb der 
Zelle zurückzuführen sind [45]. 
Vor diesem Hintergrund ist die Entwicklung eines Gerbverfahrens, das keine 
toxikologisch problematischen Substanzen erfordert, keine ökologisch kritischen 
Rückstände in Produktionsabfällen oder fertigen Erzeugnissen hinterlässt und welches 
so kostengünstig, zuverlässig und universell ist wie die Chromgerbung, von ausschlag-
gebender Bedeutung für die Lederindustrie.  
Entscheidend für die Entwicklung neuer Gerb- und Nachgerbstoffe ist die Kenntnis 
über deren Wirkorte. Das heißt, auf welcher Hierarchieebene des Kollagens erzeugen 
die entsprechenden Substanzen den größten Effekt und wie können sie dorthin 
gebracht werden. Weiterhin muss ein Verständnis dafür entwickelt werden, welcher 
Bindungscharakter nötig ist, um einen gerbenden Effekt zu erzielen und wie dieser 
gegebenenfalls regulierbar ist. 
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Bezugsquellen 
3.1.1 Chemikalien 
 
Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
 
 Sigma (St. Louis, USA); Merck KGaA (Darmstadt, D).  
 
3.1.2 Kollagen 
 
Kollagen I aus Kalbshaut, lyophilisiert, säurelöslich (IBFB Pharma GmbH, Leipzig, D). 
 
3.1.3 Polymere 
 
Polymer Bezugsquelle 
Ethylenglycol, Diethylenglycol Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Polyethylenglycol, Polyacrylsäure 
(Relugan RF/RV), Polymethacrylsäure 
(Relugan SE) 
BASF AG (Ludwigshafen, D) 
 
Glutaraldehyd Fluka AG (Buchs, CH) 
 
3.1.4 Geräte 
 
Die Trübungsmessung erfolgte mit einem UV/Vis-Spektrometer Cary 50 der Firma 
Varian, welches mit einem temperierbaren Küvettenhalter ausgestattet ist. 
Die AFM Aufnahmen entstanden mit einem Rasterkraftmikroskop Nanoscope IIIa 
(Digital Instruments, Santa Barbara, USA) im „tapping“ Modus. 
Für den „tapping“ Modus wurden Siliziumspitzen mit einer typischen Kraftkonstante von 
~ 50 N/m verwendet (Veeco, D). 
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3.2 Assemblierung 
3.2.1 Kollagenlösung 
 
Die Herstellung der Standardlösung für die Assemblierung mit einer Konzentration von 
0,4 mg/ml erfolgt durch Lösen des lyophilisierten Kollagens in 10 mM HCl unter Rühren 
für mindestens 2 h bei 4°C. 
Die Lösung wird anschließend zu je 1250 µl aliquotiert und bei –80°C eingefroren. 
 
3.2.2 Phosphatpuffer nach Sörensen 
 
Der 0,5 M Phosphatpuffer mit pH = 7,4 wird nach der Methode von Sörensen 
hergestellt. Dazu werden 9,32 g Kaliumhydrogenphosphat Trihydrat und 1,124 g 
Kaliumdihydrogenphosphat in 100 ml entionisiertem Wasser gelöst. 
Die Einstellung der Ionenstärke erfolgt durch Zugabe von 260 mmol/l NaCl. 
 
3.2.3 In vitro Fibrillogenese 
 
Kollagen Typ I ist ein Protein, das in vivo und in vitro zur Selbstassemblierung fähig ist 
[33]. Im sauren Milieu liegt Kollagen in Form von Monomeren vor, die sich im so 
genannten „Warm-Start“ Verfahren, bei 30°C und einem neutralen pH-Wert, zu Fibrillen 
zusammenlagern [46]. Auf diese Weise ist es möglich, vor der Assemblierung die 
Polymere den Kollagenmonomeren beizumischen und ihren Einfluss auf die in vitro 
Fibrillogenese zu studieren. So erhalten die Polymere die Möglichkeit, direkt mit der 
kleinsten Kollageneinheit - der Tripelhelix - zu interagieren. 
Die tief gefrorene Kollagenlösung wird für 30 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert. 
Anschließend versetzt man die saure Kollagenlösung 1:1 mit dem ebenfalls bei 30°C 
erwärmten Phosphatpuffer.  
Die Assemblierungskinetik der Assemblierungslösung (Endkonzentration: 0,2 mg/ml 
(0,7 µmol) Kollagen) wird in einer UV/Vis-Küvette über die Änderung der Extinktion bei 
340 nm verfolgt.  
Um chargenabhängige Unterschiede in der Assemblierungskinetik auszuschließen, 
wurden alle Messungen mit einer Kollagencharge durchgeführt. 
Jedoch können auch innerhalb einer Kollagencharge geringfügige Unterschiede 
innerhalb der Kinetiken auftreten, welche zum einen gerätebedingt durch 
Schwankungen der Temperatur im Küvettenwechsler und durch die Geschwindigkeit 
des Pipettierens und damit abweichende Assemblierungsstartpunkte sowie der 
pipettenabhängigen Messungenauigkeit verursacht werden können. Deshalb wurde bei 
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jeder Messung als Vergleich eine Kollagenprobe ohne Polymerzusatz mitgeführt, 
welche in allen Kinetiken als schwarze Kurve aufgetragen ist. Extinktionsunterschiede 
von ca. 0,03 liegen im Bereich des Fehlers und können nicht als polymerabhängige 
Effekte gewertet werden. 
 
Die Zugabe der zu untersuchenden Polymerlösungen erfolgt direkt in den 
Assemblierungspuffer unmittelbar vor dem Auffüllen mit der sauren Kollagenlösung. 
 
3.2.4 Eingesetzte Polymere 
 
Als Polymer stand die nicht gerbende Polyacrylsäure zur Verfügung, welche eine eher 
verklebende Wirkung auf die Kollagenmatrix hat und als Fettungsmittel in der 
Lederzurichtung verwendet wird. Diese sollte direkt mit der Wirkungsweise von 
Polymethacrylsäure verglichen werden, die ihren Einsatz in der Nachgerbung findet. 
Der Unterschied besteht zum einen in der Kettenlänge der Polymere und zum anderen 
seitens der Polymethacrylsäure in einer zusätzlichen Methylgruppe am 
Kohlenstoffrückgrat (Abb. 3.1), welche dem Polymer eine erhöhte Steifigkeit im 
Vergleich zur Polyacrylsäure verleiht. Ein Maß hierfür stellt die 
Glasübergangstemperatur dar, welche beschreibt, wann Polymere vom spröden, 
energieelastischen Zustand in den weichen, entropieelastischen Zustand übergehen. 
Diese Temperatur steht dabei in direktem Zusammenhang mit der Flexibilität der 
Polymerhauptkette und liegt für Methacrylate im Schnitt 40°C höher als für Acrylate. 
Dabei gilt: je höher die Glasübergangstemperatur ist, desto unflexibler ist ein Polymer 
[47, 48]. 
Des Weiteren wurden als ungeladene Polymere Polyethylenglycol, Diethylenglycol und 
Ethylenglycol eingesetzt, welche keine gerbende Wirkung besitzen. Diethylenglycol 
und Ethylenglycol sollen als niedermolekulare Äquivalente von Polyethylenglycol 
darüber Auskunft geben, welche Rolle die Molekülgröße bei der Interaktion mit 
Kollagen spielt, vor dem Hintergrund der Diffusion, durch welche die Gerbstoffe in die 
Haut gelangen.  
Für einen direkten Vergleich der Reaktion mit einem kovalenten Vernetzer wurde 
Glutaraldehyd eingesetzt, welches in der Industrie bereits als Gerbstoff, meist in 
Verbindung mit der Vegetabilgerbung, eingesetzt wird. 
Ausgehend von 0,7 µmol eingesetztem Kollagen wurde für die Polymere ein 
Konzentrationsbereich von 0,1 - 2,0 µmol ausgewählt. So wird ein Zustand der 
Absättigung gewährleistet sowie im Unter- bzw. Überschuss gearbeitet. Die einzelnen 
Polymere wurden unabhängig von ihren Gewichtsunterschieden äquimolar eingesetzt.  
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Für Glutaraldehyd wurde ein Konzentrationsbereich von 2,5 - 100 µmol festgelegt, da 
Glutaraldehyd auf Grund seiner beiden endständigen, reaktiven Carbonylgruppen sehr 
stark zu Agglomeration und Polymerisation neigt und deshalb davon ausgegangen 
werden muss, dass innerhalb des eingesetzten Lösungsvolumens nur ein Bruchteil der 
eingesetzten Teilchen in Monomerform vorliegt. Daraus folgt, dass die reagierende 
Anzahl der Einzelteilchen nicht der der theoretisch eingesetzten Teilchenmenge 
entspricht.  
 
Glutaraldehyd 
Ethylenglycol Diethylenglycol 
Polyethylenglycol 
Polymethacrylsäure 
OH
OH
OHOH
O
Polyacrylsäure 
OO
106 
CH3
CH2
-
O O
-36 
CH2
-
O O
-
CH3
OH H
O 400 
 
Abb. 3.1: Strukturformeln der zur Untersuchung eingesetzten Mono-, Oligo- und 
Polymere. 
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3.3 UV/Vis-Spektroskopie 
  
Die in vitro Fibrillogenese in situ ist mit einer Trübung der Kollagenlösung verbunden. 
Na et al. [49] beschreiben, dass sich dabei die Zunahme der Trübung nahezu 
proportional zur Menge des assemblierten Kollagens verhält. 
Die Trübung wird durch Streuung, d.h. Brechung, Beugung und Reflexion des Lichtes 
an Teilchen sowie die Absorption des Lichtes bestimmter Wellenlängen verursacht. 
Fällt ein Lichtstrahl der Intensität I0 auf ein homogenes, isotropes Medium, kann er 
nicht nur durch Reflexions- und Streuverluste, sondern auch durch Absorption 
geschwächt werden. Für die Intensität des austretenden Strahles gilt dann I=I0-Iabs [50]. 
Dem Lambert-Beer'schen-Gesetz entsprechend gilt für Extinktion E(λ), d.h. die 
Lichtschwächung bei der Durchstrahlung durch Absorption, Streuung und Reflektion 
[51]: 
 
E(λ, t) = log 
I0
I (t)  = n(t) 
. σ(λ) . L 
  
E(λ, t) ist die Extinktion bei der Wellenlänge λ zur Zeit t, I0 und I(t) die Intensität des 
Lichtes vor bzw. während der Durchstrahlung der Probe, L die Länge des Strahlweges, 
σ(λ) der so genannte Extinktionsquerschnitt und n(t) die zeitabhängige 
Teilchenzahldichte. Die Änderung der Extinktion kann also sowohl durch eine 
Zunahme der Teilchenzahldichte n(t) als auch durch die Zunahme der Teilchengröße 
verursacht werden [52]. 
Der Proportionalitätsfaktor f zwischen Extinktion und Konzentration des assemblierten 
Kollagens, d.h. der Menge des durch Zentrifugation sedimentierbaren Kollagens, muss 
für die verschiedenen Messbedingungen jeweils experimentell bestimmt werden. 
Die Absorptionsbande des Kollagens liegt bei 205 nm. Während der Assemblierung 
kommt es nicht zu einer Veränderung der Extinktion bei dieser Wellenlänge, da die 
Gesamtkonzentration des Kollagens konstant bleibt.  
Aus diesem Grund muss die Verfolgung der Fibrillenbildung und Bestimmung der 
Kinetik der Assemblierung bei einer Wellenlänge erfolgen, bei welcher die 
Kollagenmonomere keine Absorption aufweisen. Die Untersuchungen von Tuckermann 
[53] zeigen, dass der prinzipielle Verlauf der Trübungskurve zwischen 300 nm und 
800 nm unabhängig von der Wellenlänge ist und sich nur in der Höhe der Extinktion 
unterscheidet. 
 
20 
                                                                                                  Materialien und Methoden 
21 
Um den Einfluss der eingesetzten Polymere als Hintergrundsignal möglichst gering zu 
halten, wurde die Assemblierungskinetik der Fibrillenbildung in dieser Arbeit bei 
340 nm verfolgt.  
Phänomenologisch setzt sich der Kurvenverlauf der in vitro Fibrillogenese aus drei 
Phasen zusammen (Abb. 3.2) [54, 55]. Phase I stellt die lag-Phase dar, in der sich 
noch keine Fibrillen in der Lösung befinden. In Phase II, der so genannten 
exponentiellen Phase, beginnt das Fibrillenwachstum, welches in Phase III in eine 
plateauähnliche Phase übergeht, welche über die Zeit graduell weiter ansteigt. In 
diesem Stadium sind nach einer Umsatzbestimmung (Kapitel 3.3.1)  ca. 95 % der 
Monomere aus der Reaktionslösung zu Fibrillen assembliert.  
 
 
I II III
0 5 10 15 20 25 30
0 .0
0 .1
0 .2
0 .3
0 .4
0 .5
0 .6
E
xt
in
kt
io
n 
(3
40
 n
m
)
Z e it in  m in
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Kinetik der Fibrillenbildung von Kollagen Typ I während einer Assemblierung. 
Der Kurvenverlauf lässt sich in drei Abschnitte gliedern. Phase I stellt die lag-Phase, 
Phase II den exponentiellen Anstieg und Phase III die so genannte Plateauphase dar. 
Die Extinktion wurde bei 340 nm gemessen. 
 
 
3.3.1 Zusammenhang zwischen Trübung und Kollagenkonzentration 
 
Die Bestimmung des Korrelationsfaktors f = c/E zwischen Konzentration und Trübung 
erfolgt, wie bei Bradt [52] beschrieben, mit Hilfe des von Lopez et al. [57] modifizierten 
Bradfordverfahrens. 
 
Bradford-SDS-Reagenz wird aus dem Bradfordreagenz von Merck durch Zusatz von 
0,035 mg/ml SDS hergestellt. 
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Als Standard zur Erstellung der Kalibrationsgraden dient 1 mg/ml in 10 mM HCl 
gelöstes Kollagen I. Dies wird in verschiedenen Verdünnungsstufen angesetzt und mit 
1 ml Bradford-SDS-Reagenz versetzt. Nach Schütteln und einer Wartezeit von 2 min 
wird das Spektrum zwischen 400 nm und 700 nm aufgenommen. (Von diesem 
Spektrum sind als Hintergrund HCl und Bradford-SDS-Reagenz abzuziehen.)  
Die Differenz der Extinktionen bei 604 nm und 530 nm werden über der 
Kollagenkonzentration aufgetragen. 
 
Bei der Bestimmung von f für die jeweilige Messkurve verfährt man analog. Hierzu wird 
zunächst eine Assemblierung (3.2.3) angesetzt. Die Assemblierungslösung wird nach 
bestimmten Zeitintervallen zentrifugiert (5 min, 1000 g). Die Kollagenkonzentration im 
Überstand bestimmt man mit Hilfe der Kalibriergraden nach dem oben beschriebenen 
Verfahren. Zieht man den ermittelten Wert von der Ausgangskonzentration der Lösung 
ab, so erhält man den Korrelationsfaktor f zwischen Extinktion und Konzentration der 
assemblierten Kollagenmonomere in der Küvette.  
 
3.4 Abbildung der Kollagenproben im Rasterkraftmikroskop (AFM) 
 
Das Rasterkraftmikroskop (engl. Atomic/Scanning Force Microscope; Abkürzungen 
AFM; seltener RKM oder SFM) wurde 1986 von Gerd Binnig, Calvin Quate und 
Christoph Gerber entwickelt [58]. Dieses Mikroskop ermöglicht Abbildungen auf 
Nanometerskala durch die mechanische Abtastung von Oberflächen. Im Falle des so 
genannten „tapping“ Modus wird eine an einem Cantilever befestigte Spitze zum 
Schwingen in Resonanz angeregt und zeilenweise über die Oberfläche geführt. Sie 
wird dabei soweit an die Probenoberfläche angenähert, dass der tiefste Punkt der 
Schwingung bereits im Bereich der abstoßenden Kräfte liegt. Dadurch wird die 
Amplitude der Schwingung im Vergleich zur frei schwingenden Spitze gedämpft. Diese 
Dämpfung dient im „tapping“ Modus zur Regelung der z-Auslenkung des Scanners. 
Durch die Struktur der Oberfläche ändert sich die Schwingungsamplitude. 
Die Änderung wird über einen optischen Sensor gemessen. Zur exakten Bewegung 
der Nadel über die Probe dienen Piezostellelemente, mit deren Hilfe Scanbereiche von 
bis zu 150 µm × 150 µm untersucht werden können. Die Scangeschwindigkeit liegt 
typischerweise zwischen 0,5 und 10 Zeilen pro Sekunde. Bei normalen 
Bildauflösungen von 256 × 256 bis 512 × 512 Bildpunkten ergibt sich somit eine 
Messdauer von ungefähr 1 bis 20 Minuten pro Bild [59, 60]. 
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Auf Grund der nur geringen mechanischen Scherkräfte, welche auf der 
Probenoberfläche wirken, eignet sich diese Methode besonders zur Untersuchung von 
zerstörungsanfälligen Proben wie zum Beispiel Kollagen. 
Bei der AFM Untersuchung wurden zwei Abbildungen erzeugt. Zum einen wird das 
Höhenbild dargestellt, welches sich aus der Höhenverschiebung der Siliziumspitze 
während der Annäherung an das Oberflächenrelief ergibt. Das zweite, so genannte 
Amplitudenbild wird aus dem Fehlersignal der Amplitudenregelung, d.h. der 
Veränderung der vorgegebenen Amplitude bei der Annäherung an die Oberfläche 
generiert. 
Da es sich bei der Abweichung der Schwingungsamplitude nicht um eine physikalische 
Messgröße handelt, stützen sich die Auswertungen im Wesentlichen auf das 
Höhenbild. Die Literaturangaben für die D-Periodizität von Kollagen Typ I bewegen 
sich zwischen 64 nm - 68 nm [32, 33, 34]. Die in dieser Arbeit experimentell am AFM 
ermittelten Werte liegen bei 64 nm. Der Kalibrierungsfehler des AFM liegt dabei bei ca. 
5 %. Das heißt die ermittelten Periodizitäten liegen im Bereich 64 nm ± 3,4 nm. Die 
Bildaufnahme erfolgt im „tapping“ Modus an Luft. 
 
Die Bilder wurden mit Hilfe des Programms  WSxM 4.0 Develop 8.6 charakterisiert. 
 
3.4.1 Präparation für die Abbildung von Fibrillen 
 
Für die AFM-Abbildung wird die Lösung - wie für die Assemblierung (3.2.1) 
beschrieben - mit einer Konzentration von 0,2 mg/mI angesetzt. Direkt nach dem 
Versetzen mit dem Fibrillenbildungspuffer werden ca. 250 µl der Lösung als Tropfen 
auf einen sorgfältig mit Ethanol und Aceton gereinigten Glas-Objektträger aufgebracht. 
In einer mit feuchtem Filterpapier ausgelegten Petrischale werden die Proben für ca. 
2 h bei 30°C inkubiert. 
Nach Ende der Fibrillenbildung wird der Objektträger gründlich mit entionisiertem 
Wasser gespült und mit Stickstoff getrocknet. 
 
3.4.2 Präparation für die Abbildung von Kollagenmonomeren             
 
Zur Abbildung von Monomeren mit dem AFM verwendet man als Substrat frisch 
gespaltenen Glimmer. Dieses wird in der Mitte eines Spin-Coaters fixiert. Es werden 
einige Tropfen der sauren, monomerhaltigen Lösung aufgesetzt. Nach ca. 2 min wird 
der Spin-Coater für 1 min bei 500 rpm in Betrieb genommen. Die Zentrifugalkraft 
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bewirkt, dass aus dem Tropfen ein Flüssigkeitsfilm auf der Substratoberfläche erzeugt 
wird, der noch während der Rotation eintrocknet [61]. 
 
3.5 Deassemblierung 
 
Der Versuchsaufbau wird in Kapitel 4.1 detailliert dargestellt. 
Für die Deassemblierungsuntersuchung wird 1 ml Kollagen in einer Konzentration von 
0,1 mg/ml wie beschrieben in der Reaktionsküvette für mehrere Stunden assembliert 
(3.2.1). 
Anschließend wird der mit 100 mM HCl (ca. 4 ml) luftblasenfrei befüllte Messkreislauf 
an die gekühlte Reaktionsküvette angeschlossen. Die Reaktion läuft über einen 
temperierbaren Küvettenwechsler bei einer Temperatur von 4°C und einem pH-Wert 
von 3 ab. Die Umdrehungsgeschwindigkeit der Pumpe beträgt 6,5 rpm, dies entspricht 
einer Strömungsgeschwindigkeit von etwa 28 µl/s. 
Der Anstieg der Kollagenkonzentration wird in einer UV/Vis-Küvette über die Änderung 
der Extinktion im Bereich von 200 - 400 nm verfolgt.  
Das Beschlagen der Messküvette wird verhindert, indem diese vor der Messung im 
Küvettenhalter gekühlt und mit einem handelsüblichen Antibeschlagmittel auf der Basis 
von Isopropylalkohol bestrichen wird.  
Nach der Deassemblierungsreaktion werden die Küvetten und das Schlauchsystem mit 
einer 3 M HCl im Fluss gereinigt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Assemblierung 
 
Um die Bindungseigenschaften von Polymeren an die Kollagenmatrix und den 
Zusammenhang zur Gerbwirkung zu verstehen, wird eine Methode gesucht, welche es 
erlaubt, Wechselwirkungen auf molekularer Ebene zu beobachten. 
Um Erkenntnisse darüber zu gewinnen, auf welcher hierarchischen Stufe der 
Kollagenstruktur eine Wechselwirkung mit den ausgewählten Polymeren stattfindet, 
wurden die Kollagenfibrillen in vitro von der Stufe der Monomere aus neu assembliert 
(Kapitel 3.2.3 und 3.3). 
 
4.1.1 Kinetik der Fibrillenbildung in Anwesenheit von Polymeren 
 
In den folgenden Diagrammen ist der Einfluss der in verschiedenen Konzentrationen 
zugesetzten Polymere auf die in vitro Fibrillogenese von Kollagen dargestellt. Die 
schwarzen Kurven stellen dabei die bei jedem Versuch mitgeführte Vergleichsprobe 
von reinem Kollagen ohne den Zusatz von Polymer dar. 
Es ergeben sich polymerabhängig vier verschiedene Möglichkeiten, auf die Kinetik der 
Assemblierung zu wirken.  
 
1. Fall: Kein Einfluss 
 
In Abbildung 4.1 wird der Kurvenverlauf von Kollagen unter Zugabe von 
Polyethylenglycol im Konzentrationsbereich von 0,1 - 2,0 µmol gezeigt. Die lag-Phase 
ist nach 5 min beendet und die Fibrillenbildungskurve erreicht nach 10 min ihre so 
genannte Plateauphase. 
Vergleichend mit der Kinetik von Kollagen ohne Zusatz können keine Veränderungen 
in der Kinetik beobachtet werden, welche auf den Einfluss des Polymers 
zurückzuführen wären. Die minimalen Abweichungen, welche in den Kurvenverläufen 
zu beobachten sind, liegen mit 0,025 in der plateauähnlichen Phase im Rahmen des 
Fehlers (Kapitel 3.2.3). 
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Abb. 4.1: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 2,0 µmol 
Polyethylenglycol. 
 
 
2. Fall: Abnehmende Extinktion 
 
Für Glutaraldehyd wurde ein Konzentrationsbereich von 2,5 - 100 µmol festgelegt. Da 
Glutaraldehyd auf Grund seiner beiden endständigen reaktiven Carbonylgruppen sehr 
stark zu Agglomeration und Polymerisation neigt, muss davon ausgegangen werden, 
dass innerhalb des eingesetzten Lösungsvolumens nur ein Bruchteil der eingesetzten 
Teilchen in Monomerform vorliegt. Daraus folgt, dass die reagierende Anzahl der 
Einzelteilchen nicht der der theoretisch eingesetzten Teilchenmenge entspricht (Kapitel 
3.2.4).  
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Abb. 4.2: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 100 µmol 
Glutaraldehyd. 
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Mit steigender Konzentration von Glutaraldehyd wird eine abnehmende Extinktion im 
Vergleich zur Kontrollprobe beobachtet (Abb. 4.2). 
Glutaraldehyd vernetzt das Kollagen auf Monomerebene kovalent, welches somit nicht 
mehr assemblierungsfähig ist. Da im gewählten Konzentrationsbereich scheinbar keine 
Absättigung des Kollagens mit Glutaraldehyd erreicht wird, kann ein Teil von nicht 
vernetzten Kollagenmonomeren weiterhin zu Fibrillen assemblieren. Dieser Teil nimmt 
mit zunehmender Wirkstoffkonzentration ab. Bei Einsatz von 100 µmol Glutaraldehyd 
reduziert sich im Vergleich zu unvernetztem Kollagen die Fibrillenkonzentration auf ca. 
50 %, was mit einer Abnahme der Extinktion korreliert. Die Ergebnisse zeigen, dass bei 
Einsatz von 100 µmol Glutaraldehyd nicht alle Kollagenmonomere vernetzt werden und 
demzufolge in Bezug auf reagierende Teilchen des Glutaraldehyds im Unterschuss 
gearbeitet wird. Der ausgewählte Konzentrationsbereich für Glutaraldehyd ist 
demzufolge mit dem der sonstigen eingesetzten Polymere vergleichbar. 
 
3. Fall – Verzögerte lag - Phase 
 
Im Fall von Ethylenglycol (Abb. 4.3) und Diethylenglycol (Abb. 4.4) kann man im 
Vergleich mit der reinen Kollagenprobe eine Verzögerung innerhalb der lag-Phase 
beobachten, deren Länge proportional zur Polymerkonzentration zunimmt. Das 
bedeutet, dass beide Polymere schon auf Monomerebene des Kollagens wirksam sind 
und die Ausbildung von Fibrillen verzögern. 
Die Fibrillogenese scheint aber nicht inhibiert zu werden, denn nach endlicher Zeit wird 
der Extinktionswert der Vergleichsprobe erreicht, was für eine gleiche Umsatzrate der 
Gesamtreaktion spricht. Die Extinktionsunterschiede in der plateauähnlichen Phase im 
Vergleich zur Kollagenprobe ohne Zusatz liegen mit 0,028 im Rahmen des Fehlers und 
sind nicht auf den Einfluss von Ethylenglycol oder Diethylenglycol zurückzuführen. 
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Abb. 4.3: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 2,0 µmol 
Ethylenglycol. 
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Abb. 4.4: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 2,0 µmol 
Diethylenglycol. 
 
 
4. Fall: Verzögerte lag - Phase und erhöhte Extinktion 
 
Polyacrylsäure (Abb. 4.5) und Polymethacrylsäure (Abb. 4.6) verursachen neben der 
Verzögerung der lag-Phase zusätzlich eine Erhöhung der Extinktion von bis zu 0,07 für 
Polyacrylsäure und 0,17 für Polymethacrylsäure.  
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Abb. 4.5: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 2,0 µmol 
Polyacrylsäure. Die Verzögerung der Reaktion innerhalb der lag-Phase und die 
beobachtete Erhöhung der Extinktion erfolgen gleichmäßig ansteigend proportional zur 
eingesetzten Polymerkonzentration. 
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Abb. 4.6: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 2,0 µmol 
Polymethacrylsäure. Die Kinetik verhält sich bis zu einer Konzentration von 1 µmol 
ähnlich der der Polyacrylsäure. Bei weiterer Erhöhung der Polymerkonzentration auf 
1,5 µmol stagniert jedoch die Reaktionsgeschwindigkeit innerhalb der lag-Phase, der 
Anstieg der Kurve erhöht sich und die Extinktion nimmt sprunghaft zu. Bei weiterer 
Erhöhung der Konzentration auf 2,0 μmol eingesetzten Polymers wird die größte 
Reaktionsverzögerung in der lag-Phase und die höchste Extinktion beobachtet. 
 
Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob diese erhöhte Extinktion mit einer 
höheren Fibrillenkonzentration korreliert, wurde mit einer Proteinbestimmung der 
Umsatz von Kollagenmonomeren zu Fibrillen ermittelt (Kapitel 3.3.1). Es zeigte sich für 
alle Assemblierungen innerhalb der so genannten Plateauphase ein gleicher Umsatz 
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von Monomeren zu Fibrillen, unabhängig von Wahl und Konzentration des 
eingesetzten Polymers. Der Grund für die beobachtete Extinktionszunahme könnte in 
einer veränderten Fibrillenmorphologie und einer damit einher gehenden Zunahme der 
Streupunkte liegen (vergleiche Kapitel 4.1.2).  
Der Verlauf der Reaktion im Einzelnen gestaltet sich für beide Polymere sehr 
unterschiedlich. Im Falle der Polyacrylsäure erfolgen beide Phänomene der 
Verzögerung der Reaktion und Erhöhung der Extinktion gleichmäßig ansteigend 
proportional zur eingesetzten Polymerkonzentration. Bei Polymethacrylsäure ist zu 
beobachten, dass sich die Kinetik bis zu einer Konzentration von 1 µmol ähnlich der 
der Polyacrylsäure verhält. Bei Erhöhung der Polymerkonzentration auf 1,5 µmol, 
stagniert die Reaktionsgeschwindigkeit innerhalb der lag-Phase und der Kurvenanstieg 
erhöht sich, während die Extinktion sprunghaft zunimmt. Bei weiter ansteigender 
Polymerkonzentration verläuft die Reaktion wieder verzögert innerhalb der lag-Phase 
und die Extinktion nimmt innerhalb der stark erhöhten Werte nur langsam zu.  
Im Bereich zwischen 1,0 µmol und 1,5 µmol scheint demzufolge eine kritische 
Konzentration der Polymethacrylsäure erreicht zu werden. Ausgehend von 0,7 µmol 
eingesetzter Kollagenstoffmenge, würde das bedeuten, dass bei gleichmäßiger 
Verteilung bis zu einer Beladung eines Kollagenmonomers mit zwei Polymermolekülen 
die Reaktion ähnlich der Polyacrylsäure abläuft. Eine weitere Erhöhung der Polymer-
konzentration führt dagegen zu einem veränderten Reaktionsablauf. 
Da die genaue Bindung zwischen Kollagen und Polymer weitgehend unerforscht ist, 
besteht die Möglichkeit, dass das beobachtete Phänomen der kritischen Konzentration 
mit der Anzahl der reaktiven Gruppen des Polymers korreliert. Da Polymethacrylsäure 
mit durchschnittlich 106 Monomeren pro Kette dreifach mehr Carboxylgruppen aufweist 
als eine adäquate Menge der eingesetzten Polyacrylsäure mit nur 36 Einheiten pro 
Kette, wurde in einem weiterführenden Experiment die Anzahl der eingesetzten 
reaktiven Gruppen angepasst. Daraus ergab sich für die Polyacrylsäure ein 
Konzentrationsbereich von 1,5 - 5,0 µmol, welcher für die Assemblierung eingesetzt 
wurde. Auf diese Art und Weise sollte überprüft werden, ob sich eine der 
Polymethacrylsäure ähnliche Kurvenverschiebung auf Grund einer kritischen 
Konzentration auch für Polyacrylsäure zeigen lässt. 
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Abb. 4.7: Assemblierungskinetiken von Kollagen in Anwesenheit von 0 - 5,0 µmol 
Polyacrylsäure. 
 
Wie in Abbildung 4.7 gezeigt wird, kann diese Kurvenverschiebung jedoch auch in 
höheren Konzentrationsbereichen für Polyacrylsäure nicht nachgewiesen werden. Der 
Verlauf der Reaktion verhält sich auch in diesem Konzentrationsrahmen wie in 
Abbildung 4.5 gleichmäßig ansteigend proportional zur eingesetzten Polymermenge. 
Das Phänomen der kritischen Konzentration scheint also ein spezifisches 
Reaktionsmerkmal für Polymethacrylsäure darzustellen.  
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4.1.2 Untersuchung der Fibrillenmorphologie 
 
Ob Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure im Vergleich mit anderen Polymeren zu 
einer veränderten Fibrillenmorphologie führt und damit die in Kapitel 4.1.1 
beschriebene Extinktionserhöhung im Kurvenverlauf der Assemblierungskinetik erklärt 
werden kann, wurde durch Untersuchungen der Fibrillenmorphologie mittels AFM 
untersucht. 
Dazu wurde das Kollagen mit ausgewählten Polymerkonzentrationen und in Analogie 
ohne Polymer auf gereinigtem Glas assembliert (Kapitel 3.4) und anschließend die 
Oberflächenstruktur der Kollagenfibrillen im „tapping“ Modus an Luft abgebildet. 
In den nachfolgenden Abbildungen sind sowohl das Höhenbild jeweils links, als auch 
zur besseren Auflösung von Feinstrukturen das Amplitudenbild jeweils rechts 
dargestellt. Zur besseren Darstellung der Oberflächenstruktur wurden Bildausschnitte 
von 3 - 10 µm ausgewählt. Somit sind nur Ausschnitte einer ganzen Fibrille dargestellt, 
welche unter den gegebenen Assemblierungsbedingungen eine durchschnittliche 
Länge von 15 µm erreicht.  
Wenn man für die eingesetzten Polymere in Lösung für eine C-C Bindung eine Länge 
von 0,25 nm annimmt, ergibt sich für die eingesetzte Polyacrylsäure eine theoretische 
maximale Länge von 18 nm und für die eingesetzte Polymethacrylsäure eine maximale 
Länge von 53 nm. Mit dieser Länge und einem durchschnittlichen Durchmesser von 2-
3 nm sind die Polymere als solches nicht auf den Abbildungen zu erkennen, da sie von 
den Kollagenmonomeren, welche eine Länge von 300 nm haben, innerhalb der 
Messung überlagert werden.  
Abb. 4.8: Dargestellt ist eine Kollagen Typ I Fibrille, welche auf Glas assembliert und 
im AFM „tapping“ Modus in einem 2 µm Bildausschnitt abgebildet wurde. Sowohl im 
linken Höhenbild als auch im rechten Amplitudenbild ist eine Periodizität von ca. 64 nm 
zu erkennen.  
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In Abbildung 4.8 sind Kollagenfibrillen ohne Einfluss eines Polymers oder anderen 
Wirkstoffs dargestellt. Die für Kollagen typische Periodizität von ca. 64 nm ist sowohl 
im Höhenbild, als auch im Amplitudenbild gut zu erkennen. 
 
Abb. 4.9: Kollagenfibrillen unter Zusatz von 2 µmol Polyethylenglycol. 
 
Wie schon in der Assemblierungskinetik zu beobachten war, hat Polyethylenglycol 
keinen Einfluss auf die Fibrillenbildungskinetik. Es konnten reguläre Fibrillen mit einer 
64 nm Periodizität beobachtet werden, welche keine Besonderheiten in ihrer Struktur 
aufweisen (Abb. 4.9). Besonders gut kann man in dieser Abbildung die rechtsgängige 
Verdrillung von Einzelfibrillen zu übergeordneten Strukturen erkennen. 
 
Abb. 4.10: Kollagenfibrillen unter Zusatz von 100 µmol Glutaraldehyd. 
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Ähnlich wie für Polyethylenglycol beschrieben, verhält es sich auch im Fall von 
Glutaraldehyd. Da wie in Absatz 4.1.1 erläutert, nur nicht vernetzte Monomere zu 
Fibrillen assemblieren können, entstehen in ihrer Struktur regelmäßige Fibrillen mit 
64 nm Periodizität (Abb. 4.10).  
 
Abb. 4.11: Kollagenfibrillen assembliert auf Glas unter Zusatz von 2 µmol Ethylen-
glycol. 
 
 
 
Abb. 4.12: Kollagenfibrillen assembliert auf Glas unter Zusatz von 2 µmol Diethylen-
glycol. 
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Obwohl Ethylenglycol und Diethylenglycol einen Einfluss auf die Reaktionskinetik 
zeigen, scheint die Verzögerung der lag-Phase keinerlei Einfluss auf die Morphologie 
der entstehenden Fibrillen zu haben. In beiden Fällen (Abb. 4.11 und 4.12) kann man 
die Periodizität von 64 nm sehr gut erkennen. 
Im Gegensatz dazu weisen die Fibrillen unter Einfluss von Polyacrylsäure (Abb. 4.13) 
eine Besonderheit auf. 
 
Abb. 4.13: Kollagenfibrillen unter Zusatz von 2 µmol Polyacrylsäure auf Glas assem-
bliert. 
 
Die Periodizität beträgt weiterhin 64 nm, jedoch zeigen sich in der Fibrillenmorphologie 
größere Defekte. Die Fibrillen erscheinen gesplittet, wobei die Enden oft in einem 
Winkel von ca. 90° von der Fibrille weg stehen. Durch dieses Phänomen in der 
Morphologie verändern sich die optischen Eigenschaften der Fibrillen. Sie zeigen eine 
erhöhte Lichtstreuung. Das in Kapitel 4.1.1 für Polyacrylsäure beschriebene Phänomen 
der Extinktionserhöhung bei 340 nm (Abb. 4.5) liegt also in einer veränderten 
Fibrillenmorphologie begründet. Auch bei Einsatz von 1 µmol Polyacrylsäure zeigen 
sich diese Defekte in der Morphologie in verminderter Häufigkeit (Daten nicht gezeigt). 
Geht man davon aus, dass die Polyacrylsäuremoleküle nicht gleichmäßig auf die 
einzelnen Kollagenmonomere verteilt ist und sich einerseits unbeladene 
Kollagenmoleküle und andererseits stark beladene Kollagenmoleküle in Lösung 
befinden, erscheint es möglich, dass wenig oder gar nicht beladene Kollagenmoleküle 
bevorzugt zu größeren fibrillären Strukturen assemblieren, während stark beladene 
Kollagenmoleküle sich an den Enden der Fibrillen anlagern. Dadurch würde es an 
diesen Stellen zu einer Akkumulation von Ladungen kommen, die über die 
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Polyacrylsäure eingetragen werden, was zu den beobachteten Defekten durch 
elektrostatische Abstoßungen führen könnte. 
Ähnliche Defekte zeigen sich auch bei der Untersuchung mit Polymethacrylsäure (Abb. 
4.14) bis zu einer eingesetzten Konzentration von 1 µmol. Bis zu dieser Konzentration 
wurde schon innerhalb der Assemblierungskinetik ein der Polyacrylsäure ähnliches 
Verhalten beobachtet. So zeigt sich auch in der Fibrillenmorphologie ein der 
Polyacrylsäure ähnliches Bild mit gesplitteten Fibrillen mit regelmäßiger Periodizität. 
Die erhöhte Extinktion in der kinetischen Betrachtung (Abb. 4.6) ist demzufolge auch in 
diesem Fall durch die Veränderung der optischen Eigenschaften der Fibrillen zu 
erklären. Auffällig ist die kurze Fibrille in der Mitte des Bildes, deren beiden Enden die 
beschriebenen Defekte zeigen. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um eine Fibrille, 
welche im späteren Verlauf der Assemblierung entstanden ist, in dem die 
Konzentration der beladenen Kollagenmonomere in Lösung zunehmen, da 
hauptsächlich wenig oder unbeladene Monomere zu langen Strukturen auswachsen. 
Es zeigt sich deutlich, dass die Defekte in den Enden der Fibrillen gleichzeitig das 
Weiterwachsen inhibieren. Dadurch entstehen nur kurze Strukturen. 
 
 
Abb. 4.14: Auf Glas assemblierte Kollagenfibrillen unter Zugabe von 1 µmol Poly-
methacrylsäure. 
 
Von großem Interesse war die Morphologie der Kollagenfibrillen bei einer Zugabe von 
mehr als 1 µmol Polymethacrylsäure. Dazu wurde die Assemblierung unter Einfluss 
von 2 µmol Polymethacrylsäure durchgeführt. In diesem Bereich wird die in der Kinetik 
beobachtete kritische Konzentration überschritten, welche sowohl eine beschleunigte 
Reaktion als auch einen sprunghaften Extinktionsanstieg verursacht (Abb. 4.6).  
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Die Fibrillen erscheinen bei Einsatz von 2 µmol Polymethacrylsäure nicht mehr in einer 
gesplitteten Form. Vielmehr werden sehr dünne Fibrillen mit regulärer Periodizität 
beobachtet, welche sich gebündelt parallel aneinander lagern, aber offenbar nicht mehr 
in der Lage sind zu übergeordneten Strukturen zu verdrillen (Abb. 4.15). 
 
 
 
 
Abb. 4.15: Kollagenfibrillen unter Zusatz von 2 µmol Polymethacrylsäure assembliert 
auf Glas. 
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Da die Änderung der Extinktion sowohl durch eine Zunahme der Teilchenzahldichte als 
auch durch die Zunahme der Teilchengröße verursacht wird [52] (Kapitel 3.3), lässt 
sich der beobachtete Anstieg der Extinktion in der Fibrillenbildungskurve (Abb. 4.6) 
durch die Entstehung dieser bündelähnlichen Strukturen erklären, welche einen 
größeren Querschnitt aufweisen als native Kollagenfibrillen. Außerdem unterscheidet 
sich diese Morphologie stark von den gesplitteten Fibrillen, welche unterhalb der 
kritischen Konzentration von 1 µmol Polymethacrylsäure oder unter Einfluss von 
Polyacrylsäure entstehen, womit der sprunghafte Anstieg der Extinktion  zu begründen 
ist.  
Nimmt man analog zur Polyacrylsäure auch für Polymethacrylsäure eine nicht 
homogene Verteilung in Bezug auf die Kollagenmonomere an, befinden sich vor der 
Assemblierung sowohl nicht oder wenig beladene Kollagenmonomere als auch stark 
mit Polymermolekülen beladene Kollagenmonomere in Lösung. Bis zu einer 
Konzentration von 1 µmol Polymethacrylsäure scheint dieses Verhältnis die Ausbildung 
von größeren Fibrillen unter Einbau von Defekten in Form von gesplitteten Enden nicht 
zu inhibieren. Ab der kritischen Konzentration von 1,5 µmol Polymethacrylsäure 
scheint sich der Anteil der stark beladenen Kollagenmonomere so zu erhöhen, dass 
die Fibrillogenese nicht mehr auf normalem Weg ablaufen kann. Die 
Fibrillenmorphologie impliziert, dass sich keine Keime für stärkere fibrilläre Strukturen 
mehr ausbilden können, sondern einzelne Filamente zu dünnen Fibrillen auswachsen. 
Das würde die Beschleunigung der Kinetik innerhalb der lag-Phase erklären, da das 
Auswachsen von Fibrillen vergleichsweise weniger Zeit benötigt als die 
Keimpunktbildung. 
Vergleichend mit Polyacrylsäure ergibt sich für Polymethacrylsäure ein vollkommen 
unterschiedlicher Wirkungsmechanismus, denn für Polyacrylsäure konnten die 
beschrieben Effekte nicht beobachtet werden. 
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 4.1.3 Mathematisches Modell der in vitro Fibrillogenese 
 
Die genaue Struktur der Kollagenfibrille ist noch nicht vollständig erforscht und wird in 
verschiedenen Ansätzen intensiv diskutiert (Kapitel 2.2). Jedoch beinhalten die meisten 
Modelle trotz der stark voneinander abweichenden Ansätze und Hypothesen die 
Mikrofibrille als Substruktur [62, 63, 64, 65]. 
Die Existenz eines solchen metastabilen Zwischenzustandes während der 
Assemblierung von Kollagen Typ I kann am AFM beobachtet werden (Abb. 4.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monomere Mikrofibrillen Fibrille 
Abb. 4.16: AFM Aufnahmen von verschiedenen Assemblierungsstadien von Kollagen 
Typ I. Die dargestellten Höhenbilder sind im „tapping“ Modus an Luft entstanden. Das 
linke Bild zeigt Kollagenmonomere mit einer Länge von 300 nm [61]. Das mittlere Bild 
zeigt neben Fibrillen Mikrofibrillen mit einer durchschnittlichen Länge von 800 nm. Auf 
dem rechten Bild ist eine Fibrille mit einer Periodizität von ca. 64 nm dargestellt. 
 
Die Konzentrationsentwicklung dieser Mikrofibrillen während der Assemblierung lässt 
sich jedoch auf Grund von Überlagerungsreaktionen ebenso wenig am UV/Vis- 
Spektrometer verfolgen wie die Konzentrationsabnahme der Monomere. Kinetische 
Daten zur Fibrillenbildung werden oft über Halbwertszeiten und maximale 
Wachstumsgeschwindigkeiten ausgewertet [67], was aber keine Aussagen über den 
Mechanismus der Fibrillenbildung zulässt. Um spezifische Aussagen zur Fibrillogenese 
treffen zu können, war es nötig, ein Modell zu erstellen, in dem die Anzahl der 
variablen Parameter so gering wie möglich gehalten wurde, welches jedoch alle 
Schritte enthielt, um die Fibrillogenese zu beschreiben und eine charakteristische 
Fibrillenbildungskurve modellieren zu können.  
Die in vitro Fibrillogenese von Kollagen Typ I wird in vielen Publikationen [68, 69, 70, 
71] als ein Mehrschrittprozess beschrieben. Als relevantes, mathematisches Modell 
diente für diese Arbeit ein von Goh et al. [69] und Bradt [52] eingeführtes 
Gleichungssystem, welches die in vitro Fibrillogenese als einen nicht reversiblen 
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Mehrschrittprozess beschreibt, der die Zwischenstufe der Mikrofibrille beinhaltet. Es 
beschreibt jedoch weder eine bestimmte Länge noch eine definierte Packung der 
Mikrofibrillen. 
Dabei wird angenommen, dass sich im ersten Schritt ein Aggregat aus zwei 
Monomeren bildet, das den Keimpunkt für die Mikrofibrille setzt. Dieser Vorgang erfolgt 
in einer Geschwindigkeit k1. Das Dimer wächst in einer Geschwindigkeit k2 über die 
Anlagerung einzelner Monomere zur Mikrofibrille aus. 
Anschließend aggregieren zwei Mikrofibrillen in einer Geschwindigkeit k3 und bilden als 
Dimer den Keimpunkt für die Fibrillen, welche mit einer Geschwindigkeit k4 durch 
Anlagerung einzelner Mikrofibrillen zu Fibrillen auswachsen (Abb. 4.17). Das Modell 
schließt einen einfachen Anlagerungsprozess, bei dem sich einzelne Kollagenmoleküle 
an einen einmal gebildeten Keim anlagern, aus. Es setzt weiterhin die Irreversibilität 
der Teilreaktionen voraus. 
 
-
Monomer 
 
Keimpunkt 
Mikrofibrille 
  
in vitro
 
Fibrillogenese
Fibrille
Monomer 
k4 
k2 
k1 
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Abb. 4.17: Modell der in vitro Fibrillogenese von Kollagen Typ I. 
Ausgehend von einer definierten Kollagenmonomerkonzentration werden zu Beginn 
der Reaktion mit einer Geschwindigkeit k1 Keimpunkte für Mikrofibrillen gesetzt, welche 
in einer Geschwindigkeit k2 durch Anlagerung einzelner Monomere zu Mikrofibrillen 
auswachsen. Jeweils zwei Mikrofibrillen bilden wiederum in einer Geschwindigkeit k3 
die Keimpunkte für Fibrillen, welche durch die Anlagerung einzelner Mikrofibrillen in 
einer Geschwindigkeit k4 zu Fibrillen auswachsen. Die Fibrillogenese läuft nach diesem 
Modell immer über die Bildung von Mikrofibrillen ab. Fibrillen können sich nicht durch 
Direktanlagerung von Monomeren bilden. Für alle Teilschritte wird eine Irreversibilität 
angenommen. 
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Die Änderung von Konzentration c und Teilchenzahldichte n der Monomere (Mon), 
Mikrofibrillen (Mik) und Fibrillen (Fib) in den Teilschritten der Reaktion wird anhand der 
folgenden 5 Differentialgleichungen beschrieben: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MikMikMik ncN /=  
 
FibMikMonc // … Konzentration der Kollagenmonomere /Mikrofibrillen /Fibrillen 
FibMikn / …  Teilchenzahldichte der Mikrofibrillen /Fibrillen 
MikN …  durchschnittliche Zahl der Kollagenmoleküle in den Mikrofibrillen, 
   welche sich anlagern. 
               
Mit diesem Gleichungssystem lassen sich die in Kapitel 4.1.1 gezeigten Kinetiken der 
Fibrillenbildung fitten und damit die Geschwindigkeiten der Teilreaktionen berechnen. 
Für die Berechnungen wurde die nichtlineare Anpassungsroutine des Programms 
Origin (Wolfram Research Inc., Champaign, USA) benutzt. Im Resultat lässt sich auch 
die Abnahme der Monomerkonzentration und der Konzentrationsverlauf der 
Mikrofibrillen darstellen (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.18: Änderung der Konzentration von Kollagenmonomeren, Mikrofibrillen und 
Kollagenfibrillen während der Assemblierung nach dem Modell von Bradt [52]. 
 
 
In der ersten Phase der Assemblierung kommt es infolge der drastischen Zunahme der 
Mikrofibrillenkonzentration zu einem starken Abfall der Teilchenzahldichte der freien 
Monomere. Die Konzentrationskurve der Mikrofibrille durchläuft zu Beginn der 
Wachstumsphase ein Maximum und nimmt mit wachsender Fibrillenzahl wieder ab.  
Ursache dieses Verlaufes ist zum einen, dass sich mit steigender Fibrillendichte die 
Anlagerungsmöglichkeiten der Mikrofibrille erhöhen, zum anderen nimmt die 
Wachstumsgeschwindigkeit der Teilchenzahldichte der Mikrofibrillen quadratisch mit 
der Konzentration der Monomere ab. Das Absinken der Mikrofibrillenkonzentration 
führt in der plateauähnlichen Phase schließlich zur allmählichen Stagnation der 
Fibrillenbildung. 
Dass die Mikrofibrille essentiell für die Betrachtung der Kinetiken der in vitro Fibrillo-
genese ist, soll folgender Vergleich verdeutlichen. 
Wird das vorgestellte Gleichungssystem numerisch gelöst, indem k1 - k4 gleich 1 
gesetzt werden, ergibt sich das in Abbildung 4.19 gezeigte Kurvenbild, welches sich 
typisch für die Fibrillenbildungskurve aus lag-Phase, exponentieller Phase und 
plateauähnlicher Phase zusammensetzt (Kapitel 3.3).  
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Abb. 4.19: Entwicklung der Konzentrationen von Monomeren, Mikrofibrillen und 
Fibrillen im Verlauf der in vitro Fibrillogenese. Numerische Lösung des Differential-
gleichungssystems (1) – (5) unter Gleichsetzung von k1=k2=k3=k4=1. 
 
Um zu zeigen, welchen Einfluss die Mikrofibrille auf diesen Kurvenverlauf hat, wurde 
das Gleichungssystem wie folgt vereinfacht und die Anzahl der 
Geschwindigkeitskonstanten auf 2 reduziert. 
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In Abbildung 4.20 ist der daraus resultierende Kurvenverlauf dargestellt. Es ist zu 
beobachten, dass die lag - Phase fehlt. Des Weiteren werden nach diesem Modell die 
eingesetzten Monomere schon nach kurzer Zeit vollständig in Fibrillen umgesetzt, was 
darin resultiert, dass die Fibrillenkurve in ihrer Plateauphase im Widerspruch zu den 
experimentell ermittelten Beobachtungen konstant wird. 
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Abb. 4.20: Entwicklung der Konzentration von Monomeren und Fibrillen unter 
vereinfachten Modellvorstellungen ohne Mikrofibrille. Gezeigt ist die numerische 
Lösung für das oben dargestellte Gleichungssystem, in dem nur die Konzentration der 
Monomere und der Fibrillen unter Gleichsetzung von k1=k4=1 und k2=k3=0 berück-
sichtigt werden. 
 
Es lässt sich also zusammenfassend sagen, dass sich nur unter Berücksichtigung der 
Mikrofibrille ein Kurvenverlauf mit allen charakteristischen Merkmalen des Experiments 
modellieren lässt. 
 
4.1.4 Einfluss der Polymere auf die Geschwindigkeit - bestimmenden  
 Schritte der Teilreaktionen 
 
Für die numerische Lösung des Gleichungssystems wurden als Startparameter 
cMon(t=0)=0,2 g/l und cMik(t=0)=cFib(t=0)=0 g/l angenommen. Da über eine Umsatz-
bestimmung ein Korrelationsfaktor zwischen Fibrillenkonzentration und Trübung 
ermittelt wurde, der in die Gleichung eingeht (siehe 3.3.1), hat die Extinktionserhöhung 
auf Grund der veränderten Morphologie bei Polyacrylsäure bzw. Polymethacrylsäure 
keinen Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstanten. 
Neben den Geschwindigkeitskonstanten bestimmt das Programm zu jedem Messpunkt 
der Kinetik mit dem numerischen Modell einen Erwartungswert und bildet die mittlere 
quadratische Abweichung χ2. Mit jeder Iteration wird versucht, durch Anpassen der 
Parameter χ2  zu minimieren. 
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Die Geschwindigkeitskonstanten werden als Umsatz einer Teilchenmenge Kollagen 
über die Zeit in l*mol-1*s-1 angegeben.  
In Tabelle 4.1 sind die durch das numerische Modell der Fibrillenbildung bestimmten 
Geschwindigkeitskonstanten für Kollagen ohne Zusatz von Polymeren und für 
0,1 µmol, 1 µmol und 2 µmol Polymerzusatz aufgelistet. Da laut Kinetik für 
Polymethacrylsäure innerhalb des Konzentrationsbereiches zwischen 1 µmol und 
2 µmol eine kritische Konzentration erreicht wird, wurde für dieses Polymer zusätzlich 
die Kurve für die Konzentration 1,5 µmol gefittet. 
Wie schon in der Fibrillenbildungskinetik zu beobachten war, ergibt sich für 
verschiedene Konzentrationen Polyethylenglycol keine Veränderung der Geschwindig-
keiten der Einzelreaktionen. Die Konstanten differieren maximal um einen Faktor 2, 
was im Rahmen der Ungenauigkeit des Modells liegt. 
Bei allen anderen Polymeren wird eine Verminderung von k1 und k3 beobachtet, 
während k2 und k4 im Zahlenwert zunehmen. In der Modellvorstellung ergibt das eine 
Verzögerung der Keimbildung für Mikrofibrillen und Fibrillen, während das Auswachsen 
dieser Keimpunkte beschleunigt wird. Die Polymere interagieren demnach schon mit 
der kleinsten Struktureinheit des Kollagens – dem Monomer. 
Die Hemmung der Zusammenlagerung von Monomeren und Mikrofibrillen kann 
dadurch verursacht werden, dass die eingesetzten Polymere durch ihre Anlagerung für 
die Aggregation wichtige funktionelle Gruppen des Kollagens blockieren. 
Da die Fibrillogenese von Kollagen Typ I auf schwachen Wechselwirkungen, wie zum 
Beispiel Wasserstoffbrückenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen 
beruht, kann eine eventuelle Abschirmung von Ladungen durch die Anlagerung von 
Polymeren entlang der Kollagenmonomere und Fibrillen großen Einfluss auf die 
Assemblierung haben. Noch größere Effekte können bei zusätzlichem Eintrag von 
Ladungen, wie zum Beispiel im Fall von Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure durch 
die deprotonierten, negativ geladenen Carboxylgruppen erwartet werden. 
Die Übereinstimmung der gefitteten Kurven mit den Messkurven (χ2) wird besonders 
mit der Erhöhung der Konzentration von Polymethacrylsäure deutlich schlechter. Das 
ist damit zu erklären, dass der Einfluss der Polymere im Modell nicht explizit erfasst 
wird, sondern nur indirekt durch die Veränderungen der Geschwindigkeitskonstanten 
deutlich wird. Die Entwicklungstendenz der Geschwindigkeitskonstanten mit zu-
nehmender Polymerkonzentration ist jedoch evident (siehe Diskussion Kapitel 5.1). 
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Polymer 
c  
Polymer 
in 
µmol/ml 
k1 k2 k3 k4 χ2
       
Polyethylenglycol 0 4*103 22*103 16*102 97*104 2*10-5
 0,1 3*103 18*103 7*102 120*104 3*10-5
 1 3*103 29*103 8*102 49*104 4*10-5
 2 3*103 19*103 7*102 120*104 5*10-5
       
Ethylenglycol 0 7*103 28*103 114*102 57*104 5*10-5
 0,1 4*103 34*103 32*102 150*104 1*10-5
 1 0,5*103 50*103 7*102 10200*104 2*10-5
 2 0,4*103 90*103 3*102 10300*104 7*10-5
       
Diethylenglycol 0 7*103 28*103 114*102 57*104 5*10-5
 0,1 2*103 26*103 53*102 116*104 2*10-5
 1 0,7*103 132*103 10*102 1800*104 2*10-5
 2 0,09*103 788*103 0,4*102 160000*104 2*10-5
       
Polyacrylsäure 0 15*103 8*103 116*102 27*104 5*10-5
 0,1 14*103 9*103 84*102 23*104 1*10-4
 1 12*103 18*103 53*102 77*104 9*10-5
 2 6*103 56*103 16*102 850*104 9*10-5
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Polymethacrylsäure 0 14*103 8*103 116*102 27*104 5*10-5
 0,1 8*103 28*103 25*102 25*104 1*10-4
 1 0,5*103 522*103 12*102 6400*104 2*10-4
 1,5 0,4*103 320*103 4*102 11866*104 2*10-4
 2 0,04*103 757*103 3*102 30000*104 7*10-3
      
 
 
Tab. 4.1:  Übersicht der Geschwindigkeitskonstanten k1 - k4 und deren Entwicklung 
unter Zugabe ausgewählter Polymerkonzentrationen. Die Geschwindigkeitskonstanten 
ergeben sich aus dem numerischen Fit der in Kapitel 4.1.1 dargestellten 
Assemblierungskinetiken. 
 
Um die Entwicklungstendenz bei Zugabe verschiedener Konzentrationen besser 
darzustellen, wurden die Geschwindigkeitskonstanten für Polyethylenglycol, Poly-
acrylsäure und Polymethacrylsäure graphisch dargestellt (Abb. 4.21; 4.22; 4.23). Zum 
besseren Vergleich wurde dabei die Y-Achse bewusst bei allen Polymeren für die 
jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten gleich skaliert. Dadurch wird deutlich, dass sich 
Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure im Ausmaß des Einflusses stark voneinander 
unterscheiden.  
Nimmt man für Kollagen eine kristalline Struktur an (Kapitel 2.2), so kann man den 
Vorgang der Assemblierung mit dem Wachstum eines Kristalls in Lösung vergleichen. 
Dabei laufen die Prozesse der Keimbildung und des Keimwachstums als 
Konkurrenzreaktion ab. Die Keimbildung ist dabei der energetisch aufwändigere 
Vorgang, denn es muss eine Aktivierungsenergie aufgebracht werden, um einen 
stabilen Keim entstehen zu lassen. Das System muss eine so genannte 
Keimbildungsarbeit leisten [66].  
Erschwert man diese, indem ein störender Faktor, wie zum Beispiel ein Polymer 
zugesetzt wird, verschiebt sich das Gleichgewicht zu Gunsten des energetisch 
günstigeren Zustandes - des Keimwachstums. 
Dieser Effekt ist bei Einsatz beider Polymere zu beobachten. Bei Zugabe von 
Polyacrylsäure werden weniger Keimpunkte pro Zeiteinheit gebildet, jedoch erhöht sich 
die Umsatzrate für das Auswachsen der Keimpunkte vergleichsweise geringfügig. Der 
Grund hierfür liegt darin, dass der Einbau der in der Morphologie beobachteten Defekte 
beim Keimwachstum für das Gesamtsystem ebenfalls einen energetisch 
aufwendigeren Prozess darstellt.  
Auffällig ist, dass sich bei Einsatz niedrigerer Konzentrationen Polyacrylsäure die 
Geschwindigkeiten k1 und k2 zunächst kaum ändern. Die größten Effekte werden hier 
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auf Mikrofibrillenebene bei der Keimpunktbildung der Fibrillen beobachtet, welche sich 
in k3 widerspiegeln. Der quadratische Umsatz von Mikrofibrillen nimmt demnach schon 
bei Polymerkonzentrationen von 0,1 µmol drastisch ab. Der starke Einfluss des 
Polymers auf der Ebene der Mikrofibrillen wird in der Morphologie der Fibrillen in Form 
der gesplitteten Enden deutlich. Erst in höheren Konzentrationen hat das Polymer auch 
größeren Einfluss auf die Keimbildung von Mikrofibrillen.  
Im Gegensatz dazu verzögert Polymethacrylsäure schon bei einer Konzentration von 
0,1 µmol sowohl die Keimbildung von Mikrofibrillen, als auch die der Fibrillen erheblich, 
was sich im starken Absinken von k1 und k3  äußert. Bei Einsatz von 1,0 µmol Polymer 
ist eine starke Änderung von k1 zu beobachten, welche zu einer ausgeprägten 
Erhöhung von k2 führt. Es werden demnach weniger Keimpunkte gebildet, welche 
dafür umso schneller auswachsen. Bis zu einer Konzentration von 1,5 µmol Polymer 
ergibt sich daraus die schon bei Polyacrylsäure beobachtete Fibrillenmorphologie mit 
gesplitteten Enden.  
Bei Zugabe einer Konzentration von 1,5 µmol Polymethacrylsäure zeigt sich ein 
Umschlagen des Reaktionsablaufes. Der beobachtete steilere Anstieg der 
Reaktionskurve (siehe Abb. 4.6) beruht auf einem langsameren Auswachsen der 
Mikrofibrillen. Das System scheint innerhalb dieser Konzentration einen kritischen 
Punkt zu erreichen, an dem ab dem Stadium der Mikrofibrillenbildung die inhibierenden 
Effekte in ihrer Summe das System zwingen, über einen veränderten Reaktionsablauf 
Fibrillen zu bilden. Auf Mikrofibrillenebene scheint ein Gleichgewicht zwischen beiden 
Reaktionsabläufen erreicht zu werden, weshalb die Mikrofibrillen vergleichsweise 
langsamer auswachsen. Nach einer Inhibierung des Auswachsens der Mikrofibrillen 
wird dieses bei weiterer Erhöhung der eingesetzten Polymerkonzentration auf 2 µmol 
wieder beschleunigt. 
Der Einsatz von 2 µmol Polymethacrylsäure stellt eine Besonderheit dar. Für 2 µmol 
Polymethacrylsäure erhält man für das Auswachsen von Keimpunkten einen 35 fach 
höheren Umsatz an Kollagen über der Zeit im Vergleich zu Polyacrylsäure.  
Hier wird das Assemblierungsgleichgewicht auf Grund eines sehr stark inhibierenden 
Einflusses seitens des Polymers so stark verschoben, dass es fast vollständig auf der 
Seite des Keimwachstums liegt, wobei die Keimpunktbildung stark verzögert wird. Die 
hohe Umsatzrate an Kollagenmolekülen beim Auswachsen der Mikrofibrillen trotz einer 
geringeren Keimpunktdichte muss zwangsläufig bedeuten, dass die fibrillären 
Strukturen vergleichsweise länger werden. Gleichzeitig werden nur geringfügig 
Keimpunkte für stärkere Fibrillen gebildet werden, weshalb hauptsächlich lange, dünne 
Fibrillen zu erwarten sind, welche durch das Auswachsen der mikrofibrillären 
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Substrukturen entstehen. Diese spezielle Morphologie wurde bei Einsatz von 2 µmol 
Polymethacrylsäure mittels AFM-Aufnahmen (Abb. 4.15) beobachtet.  
Da die Ausbildung von Fibrillen und Fibrillenbündeln nahezu inhibiert wird, kann man 
unter Einfluss von Polymethacrylsäure von einem veränderten Reaktionsablauf 
sprechen, welcher in der Gesamtkinetik beschleunigt verläuft, da der Hauptanteil an 
Kollagenmolekülen über das schnellere Keimwachstum umgesetzt wird. Diese 
Beschleunigung ab einer kritischen Konzentration wurde bereits in Kapitel 4.1.1 für den 
Verlauf der Fibrillenbildungskurve beschrieben. 
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Abb. 4.21: Graphische Darstellung der Entwicklung der Geschwindigkeitskonstanten 
k1 - k4 in Abhängigkeit der Konzentration zugesetzten Polyethylenglycols. Gezeigt sind 
die in Tabelle 4.1 beschriebenen Werte für die Konzentrationen 0; 0,1; 1 und 
2 µmol/ml. Die Abkürzung Mon steht für Monomer, Mic für Mikrofibrille und Fib für 
Fibrille. 
 
M
on
 +
 M
on
 
M
ic
+ 
M
on
 
Fi
b 
+ 
M
ic
 
M
ic
 +
 M
ic
 
                                                                                                                           Ergebnisse 
M
ic
 +
 M
on
 
Fi
b 
+ 
M
ic
 
M
on
+
M
on
M
ic
 +
 M
ic
 
 
Abb. 4.22: Entwicklung der Geschwindigkeitskonstanten k1 - k4 in Abhängigkeit der 
Konzentration zugesetzter Polyacrylsäure in graphischer Darstellung. Abgebildet sind 
die in Tabelle 4.1 beschriebenen Werte für die Konzentrationen 0; 0,1; 1 und 
2 µmol/ml. Die Abkürzung Mon steht für Monomer, Mic für Mikrofibrille und Fib für 
Fibrille. 
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Abb. 4.23: Graphische Darstellung der Entwicklung der Geschwindigkeitskonstanten 
k1 - k4 in Abhängigkeit der Konzentration zugesetzter Polymethacrylsäure. Aufgetragen 
sind die in Tabelle 4.1 beschriebenen Werte für die Konzentrationen 0; 0,1; 1; 1,5 und 
2 µmol/ml. Die Abkürzung Mon steht für Monomer, Mic für Mikrofibrille und Fib für 
Fibrille. 
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4.2 Deassemblierung 
 
Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, gibt es an Kollagen diverse potenzielle Bindestellen für 
einen Gerbstoff. Ein Kriterium für eine gerbende Wirkung ist hierbei die Stringenz der 
Bindung, die so hoch sein muss, dass der Gerbstoff während der Verarbeitung in der 
wässrigen Flotte innerhalb der Kollagenmatrix verbleibt und nicht ausgewaschen wird.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, das es erlaubt, das 
Auswaschverhalten UV/Vis-spektroskopisch zu untersuchen. Indem geprüft wird, ob 
sich durch den Eintrag von Ladungen beide Reaktionspartner voneinander lösen, 
gelingt es, die Bindung zwischen Kollagen und Polymeren näher zu charakterisieren. 
Der Vorgang der Umkehrreaktion der Assemblierung, bei dem Fibrillen nativ in ihre 
Monomerform zurück überführt werden, wird in dieser Arbeit als Deassemblierung 
bezeichnet. 
Da Kollagen bei pH 2-3 löslich ist [46], wird für die Deassemblierung - in Analogie zur 
Extraktion der Kollagenmonomere aus Kalbshaut - die Temperatur auf 4°C gesenkt 
und der pH-Wert in den sauren Bereich verschoben. 
Die wesentlichen Herausforderungen bei der Untersuchung der Deassemblierungs-
reaktion lagen in der Einstellung optimaler Reaktionsbedingungen und der 
messtechnischen Verfolgung der ablaufenden Reaktionen. Zum einen musste eine 
Säure gefunden werden, welche in ihrer Ionenstärke ausreicht, um die Pufferwirkung 
des, zur Assemblierung eingesetzten, 0,5 M Phosphatpuffers mit dem pH-Wert von 7,4 
aufzuheben. Andererseits sollen die Fibrillen dabei nur in die Monomerform überführt 
und das Kollagen nicht denaturiert werden, das heißt, die Tripelhelix muss als solche 
intakt bleiben.  
Des Weiteren musste eine Lösung zur messtechnischen Reaktionsverfolgung 
gefunden werden. Kollagen bildet als Assemblat eine gelartige Matrix aus, welche als 
Block in ihrem Umgebungsmedium schwimmt. Die Deassemblierung der vernetzten 
Kollagenmatrix ähnelt dabei einem Schmelzvorgang, bei dem der Kollagenblock 
kontinuierlich von einer sauren Lösung umspült wird. Die eigentliche Reaktion der 
Deassemblierung läuft dabei vorrangig an der Oberfläche des Gelblocks ab. Damit ist 
es nicht möglich, den Verlauf der gesamten Reaktion in der Küvette, welche das 
Assemblat enthält, spektrometrisch zu verfolgen, da nicht beeinflusst werden kann, ob 
der Messstrahl die Fibrillenmatrix oder die Lösung durchstrahlt.  
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4.2.1 Einstellen des pH-Wertes 
 
Um zum Lösen von Kollagenmonomeren aus der Haut den pH-Wert in den sauren 
Bereich zu verschieben und dabei die Proteinstruktur des Kollagens zu schonen, wird 
in der Literatur häufig der Einsatz von Essigsäure beschrieben [56], da es sich auf 
Grund der unvollständigen Dissoziation in Wasser um eine schwache Säure handelt.  
Zur Vermeidung starker Verdünnungen des eingesetzten Kollagens soll im 
Deassemblierungsansatz die Pufferwirkung des, zur Assemblierung eingesetzten, 
0,5 M Phosphatpuffers in einem möglichst kleinen Volumen aufgehoben werden. Dazu 
ist die Ionenstärke einer schwachen Säure nicht ausreichend. Um den pH-Wert im 
durch den Messaufbau (Kapitel 4.2.2) vorgegebenen Volumen einzustellen, wurde 
100 mM Salzsäure eingesetzt. Zur Prüfung des nativen Zustandes des Kollagens 
wurde lyophilisiertes Kollagen direkt in 100 mM Salzsäure gelöst und danach 
assembliert.  
Sowohl die Assemblierungskinetik als auch AFM-Aufnahmen ergaben, dass die 
Fibrillogenese unter diesen Bedingungen korrekt abläuft (siehe auch Kapitel 4.1.1 und 
4.1.2). Die Konzentration der eingesetzten Salzsäure ist demnach ausreichend niedrig, 
um keine Denaturierung des Kollagens zu bewirken, stellt aber bereits in einem 
Volumen von 4 ml den pH-Wert auf 3 ein. 
 
4.2.2 Messprinzip und Aufbau 
 
Bei der UV/Vis-Spektroskopie ist gemäß dem Lambert-Beer'schen-Gesetz die 
Extinktion proportional der Teilchenzahldichte in einer Lösung [51].  
Es ist also möglich, mit Hilfe spektroskopischer Verfahren die Monomerkonzentration in 
der Lösung zu bestimmen. Im Kollagenspektrum liegt die Absorptionsbande des 
Proteins auf Grund der Peptidbindung bei ca. λ = 205 nm. Die Extinktion bei dieser 
Wellenlänge ist, wie von Kadler et al. [31] gezeigt, nur abhängig vom 
Gesamtkollagengehalt der Lösung und nicht davon, ob es assembliert oder in Form 
von Monomeren vorliegt. 
Da Kollagen im Gegensatz zu den meisten anderen Proteinen nicht über aromatische 
Aminosäuren wie Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan verfügt, ist bei 280 nm kein 
Absorptionspeak zu erwarten. 
Um die Kinetik der Deassemblierung erfassen zu können, muss die 
Versuchsanordnung derart beschaffen sein, dass die Konzentrationszunahme der 
Monomere über dem gesamten Zeitraum der Deassemblierung kontinuierlich bzw. in 
definierten Zeitintervallen verfolgt werden kann. Die exakte Erfassung der 
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Monomerkonzentration setzt voraus, dass der Anteil des noch in Form von Fibrillen 
vorliegenden Kollagens die unmittelbare Messung nicht beeinträchtigt. 
Dies kann am einfachsten dadurch realisiert werden, dass man Deassemblierung und 
Konzentrationsbestimmung in räumlich getrennten Reaktionsgefäßen durchführt.  
Das in der Reaktionsküvette assemblierte Kollagen wird kontinuierlich von Salzsäure 
umspült. Die dabei vom Fibrillenblock abgelösten Kollageneinheiten gelangen über ein 
Schlauchsystem in die Messküvette. Die Änderung der Extinktion der Lösung mit 
zunehmender Auflösung des Fibrillenblockes wird in der Messküvette erfasst (Abb. 
4.24). 
Reaktionsbedingungen 
 
  Temperatur:     4 °C 
  pH-Wert:     2-3 
  Gesamtvolumen:    5,9 ml 
  Volumen in der Reaktionsküvette:  2,25 ml 
  Volumen in der Messküvette:  80 µl 
  Strömungsgeschwindigkeit:   28 µl/s 
Versuchsaufbau 
Spektrometer 
  Messküvette Reaktionsküvette 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.24: Versuchsaufbau zur Deassemblierung von Kollagen Typ I. Die 
Messküvette, in der direkt UV/Vis-spektroskopisch die Monomerkonzentration im Fluss 
bestimmt wird, ist von der Reaktionsküvette, in welcher die Assemblierung vor der 
Messung stattfindet, getrennt. Mit Hilfe einer Pumpe wird das Assemblat in der 
Reaktionsküvette kontinuierlich mit 100 mM Salzsäure umspült. 
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Die Messung erfolgt in einem strömenden, d.h. dynamischen System. Es muss daher 
sicher gestellt sein, dass die reaktionsbedingte Veränderung der Monomerkonzen-
tration in der Lösung erfasst wird, und nicht die systembedingte Durchmischungs-
reaktion im Kreislaufsystem. 
Bei einer Strömungsgeschwindigkeit von 28 µl/s ist das Gesamtvolumen nach 3,5 min 
einmal durch den gesamten Messkreislauf geflossen. Während der Deassemblierung 
werden die Messwerte mit dem UV/Vis-Spektrometer alle 10 min aufgenommen.  
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Abb. 4.25: Verlauf der Durchmischung im Messkreislauf nach Zugabe von 1 ml 
0,2 mg/ml Kollagen bei einem Messintervall von 0,25 min. Das Messintervall sowie die 
Zeitintervalle, in welchen das Gesamtvolumen einmal durch den Messkreislauf 
geflossen ist, sind mit senkrechten Strichen gekennzeichnet. Die Referenz (blau) 
markiert den Endwert der Extinktion nach vollständiger Durchmischung. 
 
Wie in Abbildung 4.25 dargestellt ist, wird eine homogene Durchmischung zwischen 
dem 2. und 3. Durchlauf erreicht. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass 
sich nach 10 min ein quasistationärer Durchmischungszustand eingestellt hat und die 
Messwerte eine reaktionsbedingte Konzentrationsänderung wiedergeben. 
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4.2.3 Verlauf der Deassemblierung von Kollagen Typ I   
 
In der Reaktionsküvette wird für mehrere Stunden Kollagen nach dem „Warm-Start“ 
Verfahren (Kapitel 3.2.3) assembliert. Der in Abbildung 4.24 gezeigte Kreislauf wird mit 
100 mM Salzsäure luftblasenfrei befüllt. Über die angeschlossene Schlauchpumpe wird 
im Kreislauf eine kontinuierliche Strömung erzeugt. In der Reaktionsküvette wird das 
Assemblat kontinuierlich von der sauren Lösung umspült. Dabei kommt es an der 
Oberfläche des Fibrillennetzwerkes im Kontakt mit dem Umgebungsmedium zur 
Deassemblierung, das heißt zum Übergang von Fibrillen zu Monomeren in Lösung.  
Nach Einschalten der Pumpe wird das Spektrum von 200 nm - 400 nm in der 
Messküvette über mehrere Stunden hinweg aufgenommen. Zu Beginn wird der 
quasistationäre Zustand des Systems als Extinktion Null definiert, wobei sowohl die im 
Kreislauf befindliche Lösung als auch nicht assembliertes Kollagen als Hintergrund von 
den Messwerten abgezogen wird. 
Die Auftragung der Extinktion über einem Wellenlängenbereich von 200 nm - 400 nm 
zeigt einen Anstieg im Verlauf der Zeit (Abb. 4.26). Da sich die Extinktion direkt 
proportional zur Teilchenzahldichte verhält [51], ist dies gleichbedeutend mit einem 
Anstieg der Kollagenkonzentration in der Lösung.  Das Absorptionsmaximum liegt bei 
ca. 205 nm, was auf die Peptidbindungen innerhalb des Proteins zurückzuführen ist. 
Die aufgenommenen Spektren zeigen bei 340 nm keine Absorptionsbande (Kapitel 
3.3.1). Es gelangt also keine nachweisbare Menge Fibrillen in die Messküvette.  
Da mit der gewählten Messanordnung nicht erfasst werden kann, welche Reaktionen 
innerhalb des Schlauches zwischen Reaktions- und Messküvette ablaufen, kann der 
dargestellte Kurvenverlauf nicht als Reaktionskinetik betrachtet werden. Es ist nicht 
auszuschließen, dass aus dem Netzwerk heraus gelöste Fibrillen nachträglich in 
Monomere zerfallen.  
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Abb. 4.26: In Abbildung A ist der Anstieg des Extinktionsspektrums von Kollagen 
(0,2 mg/ml) im Zeitraum von 20 h dargestellt. Das Absorptionsmaximum bei ca. 
205 nm nimmt über die Zeit zu, was sich auf eine Konzentrationszunahme von 
Kollagenmonomeren in Lösung zurückführen lässt. Der Verlauf der Deassemblierung 
ist in Diagramm B dargestellt. Diese Kurve ist jedoch nicht als Reaktionskinetik zu 
werten, da der Messort nicht dem Reaktionsort entspricht. 
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Anhand dieser Spektren kann noch keine Aussage darüber getroffen werden, ob bei 
der Deassemblierung von Kollagen intakte Monomere oder nur Proteinbruchstücke 
entstehen. Auch bei denaturierten Tripelhelices würden noch vorhandene 
Peptidbindungen bei 205 nm absorbieren. 
Um zu prüfen, ob sich im Fluss hauptsächlich native Kollagenmonomere befinden, 
wurde das deassemblierte Kollagen wieder in den neutralen pH-Bereich überführt und 
so dessen Assemblierungsfähigkeit nachgewiesen. 
 
 
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0.00
0.05
0.10
0.15
0.20
0.25
0.30
0.35
E
xt
in
kt
io
n 
(3
40
 n
m
)
Zeit in min
 reassembliertes Kollagen
reassembliertes Kollagen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.27: Assemblierungskinetik (oben) und AFM-Aufnahme (unten) von Kollagen, 
welches zunächst assembliert, danach deassembliert und schließlich wieder in die 
fibrilläre Form überführt wurde. Vergleicht man die Kinetik mit den Abbildungen 3.2 und 
4.8, wird deutlich, dass sich unter den gegebenen Bedingungen Kollagen nach der 
Deassemblierung wie lösliches Kollagen verhält. Es zeigt sich sowohl ein gleiches 
Zeitverhalten in der Assemblierung als auch eine identische Morphologie. 
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Abbildung 4.27 belegt, dass die nach der Deassemblierung vorliegenden 
Kollagenmonomere nicht denaturiert und damit wieder assemblierungsfähig sind. Sie 
weisen bei erneuter Assemblierung eine mit nativem Kollagen identische Kinetik auf.  
Um darzustellen, wie viel des eingesetzten Kollagens nach der Deassemblierung tat-
sächlich in Monomerform vorliegt, wurden zu den entsprechenden Deassemblierungs-
kurven Referenzmessungen adäquater Kollagenkonzentrationen aufgenommen (Abb. 
4.28). Dazu wurden Kollagenmonomere  in 1 ml Phosphatpuffer und 3,9 ml 100 mM 
HCl bei 4°C ohne vorherige Assemblierung in den entsprechenden Konzentrationen in 
den Flusskreislauf gebracht und das daraus resultierende spektrometrische Signal bei 
205 nm aufgenommen. 
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Abb. 4.28: Änderung der Extinktion während der Deassemblierung von Kollagen bei 
205 nm aufgetragen über die Zeit. Schwarz dargestellt, ist die eingesetzte Stoffmenge 
von 0,1 mg Kollagen, rot die eingesetzte Stoffmenge von 0,2 mg Kollagen in 5,9 ml 
Deassemblierungsvolumen. Die gestrichelten Linien stellen die Referenzmessungen zu 
den jeweiligen Konzentrationen dar.  
 
Für die eingesetzte Stoffmenge 0,1 mg erkennt man eine relativ stetige Zunahme der 
Extinktion im gesamten Messzeitraum. 
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Bei einem Kollageneinsatz von 0,2 mg steigt die Extinktion bis zu 100 min etwas steiler 
an als bei niedrigeren Konzentrationen. Danach erfolgt ein drastischer Anstieg der 
Extinktion, welcher in eine plateauähnliche Phase übergeht. In beiden Fällen wurden 
die Extinktionswerte der Referenzen nicht erreicht. Zum einen liegt das daran, dass die 
Nullung des Systems vor der Messung erst nach Erreichen des quasistationären 
Durchmischungszustandes nach 10 min durchgeführt wird. Da Assemblierung, wie in 
Kapitel 4.1 beschrieben, niemals einen 100 prozentigen Umsatz von Monomeren zu 
Fibrillen bedeutet, liegt in der Reaktionsküvette neben den Fibrillen ein geringer Anteil 
von bis zu 10 % des nicht assemblierten Kollagens in Monomerform vor. Dieser wird in 
den ersten 10 min gleichmäßig im Messkreislauf verteilt und vor Start der Reaktion als 
Hintergrund abgezogen. Damit wird im Gegensatz zur Referenz, bei der alle 
Monomere erfasst werden, ein geringer Anteil an Kollagen innerhalb der Messung nicht 
aufgenommen.  
Zum anderen ist analog zur Assemblierung anzunehmen, dass auch die 
Deassemblierung nicht vollständig abläuft, sondern ein geringer Anteil von etwa 5 % 
nicht deassembliert wird (Kapitel 3.3.1, 4.1.1). 
Außerdem ist anzumerken, dass bis zu einem Extinktionswert von 1 bereits 90 % des 
einfallenden Lichtes absorbiert werden. Bei einer Extinktion von 2 sind es 99 %.  
Um den Fehler möglichst klein zu halten, wurden alle weiteren Untersuchungen nicht 
mit 0,2 mg Kollagen, sondern mit 0,1 mg Kollagen durchgeführt (Abb. 4.29). Die 
Polymerkonzentrationen wurden entsprechend angepasst. 
 
 
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
Deassemblierung von  
0.1 mg Kollagen über 20 h 
200 250 300 350 400
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.29: Deassemblierung von 0,1 mg Kollagen über 20 h. Mit abnehmender 
Wellenlänge sind bei 230 nm die ersten Beiträge zu beobachten.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die in Kapitel 4.2.2 beschriebene Methode 
erfolgreich für Kollagen ohne Zusatz von Polymeren angewandt werden kann. 
In weiterführenden Untersuchungen war nun das Deassemblierungsverhalten von 
Kollagen in Gegenwart von Poly- und Oligomeren von Interesse. 
 
4.2.4 Einfluss der Polymere auf das Deassemblierungsverhalten von 
Kollagen  
 
Es gibt verschiedene Möglichkeiten, die für das Deassemblierungsverhalten von 
Kollagen, welches zuvor in Anwesenheit mit Polymeren assembliert wurde, denkbar 
sind. 
Zum einen könnte sich das Polymer-Kollagen Gemisch durch die Zugabe von 
100 mM HCl komplett voneinander trennen bzw. einzelne Monomere entstehen, 
welche mit Polymer beladen sind. In diesem Fall würde man zwei Spektren erwarten, 
welche je nach Polymer in unterschiedlichen Wellenlängen getrennt nebeneinander 
vorliegen oder sich im Falle einer Überlagerung addieren.  
Zum anderen könnten sich größere Polymer-Kollagen-Aggregate im Fluss befinden, 
welche im Vergleich zu Kollagenmonomeren, welche bei ca. 205 nm absorbieren, 
zusätzlich in höheren Wellenlängen ein Extinktionssignal liefern und damit eine 
Verschiebung der Deassemblierungskurve in höhere Wellenlängenbereiche 
verursachen würden. 
Es wäre jedoch auch denkbar, dass die eingesetzten Polymere das Kollagen so stark 
vernetzen, dass dieses nicht mehr deassemblieren kann und als Fibrillenblock in der 
Reaktionsküvette verbleibt. In diesem Fall würde man kein Signal in der Messküvette 
erwarten. 
 
1. Fall: Polyethylenglycol 
 
In Abbildung 4.30 ist die Entwicklung der Deassemblierung von 0,1 mg Kollagen, 
assembliert unter Zusatz von 0,5 µmol Polyethylenglycol, über 20 Stunden dargestellt. 
Die Betrachtung und Interpretation gestaltet sich an dieser Stelle zunächst schwierig, 
da das Polymer ebenso wie Kollagen im Bereich von 205 nm absorbiert.  
Die Deassemblierungskurven steigen im Verlauf der Zeit bis zu einer Extinktion von 2,7 
an. Im Vergleich dazu erreicht eine entsprechende Menge reines Polyethylenglycol 
ohne Kollagen im Flusssystem lediglich eine Extinktion von maximal 2,2. 
Dies spricht für eine Überlagerungsreaktion von Polymer und Kollagen, wobei sich 
beide Spektren addieren. Um dies zu überprüfen, wird die Differenz aus der höchsten 
Deassemblierungskurve und der Kurve des reinen Polymers gebildet (Abb. 4.31). 
62 
                                                                                                                           Ergebnisse 
 
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.30: Das Diagramm zeigt die Entwicklung der Spektren der Deassemblierungs-
reaktion von 0,1 mg Kollagen mit 0,5 µmol Polyethylenglycol über 20 h. Die fette rote 
Linie stellt die Referenz von 0,5 µmol Polyethylenglycol ohne Kollagen im sauren Fluss 
dar.  
 
 
Abbildung 4.31 zeigt, dass sich die Deassemblierungskurve aus den Einzelspektren für 
Polyethylenglycol und Kollagen zusammensetzt. Durch die Differenz von 
Polymerspektrum und Deassemblierungskurve lässt sich die Kurve für reines Kollagen 
ermitteln (Abb. 4.31 A), welche mit dem experimentell bestimmten Kollagenspektrum 
(Abb. 4.31 B) nahezu identisch ist. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich analog zur Assemblierung und zur 
Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten die Beobachtung bestätigt, dass 
zwischen Polyethylenglycol und Kollagen keine nennenswerten Wechselwirkungen 
stattfinden. Beide Komponenten befinden sich zu gleichen Anteilen nach der 
Deassemblierung im Fluss. Es entstehen demnach einzelne Monomere oder kleine 
Aggregate, welche entweder mit Polyethylenglycol beladen sind oder völlig getrennt 
vom Polymer vorliegen. 
Dieses Verhalten kann damit als Grenzfall geringer Wechselwirkung behandelt werden. 
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Abb. 4.31: Diagramm A zeigt die Berechnung zur Deassemblierung von 0,1 mg 
Kollagen, welches mit Polyethylenglycol assembliert wurde. Es ist die Differenz aus der 
Deassemblierung von Kollagen mit 0,5 µmol Polyethylenglycol (Abb. 4.30) und reinem 
Polyethylenglycol (Abb. 4.30 fette rote Kurve) dargestellt.  
Zum Vergleich wurde in Diagramm B das  experimentell ermittelte Spektrum von 
0,1 mg reinem Kollagen im Messfluss aufgetragen. 
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2. Fall: Glutaraldehyd 
 
Einen konträren Grenzfall für die Deassemblierungsreaktion stellt die Reaktion mit 
einem kovalenten und damit sehr starken Vernetzer dar. 
Schon in Kapitel 4.1.1 zur Assemblierung wurde beschrieben, dass Kollagen unter 
Einfluss von Glutaraldehyd nur noch bedingt assemblierungsfähig ist. Das heißt, nur 
unbeladene Kollagenmonomere können zu Fibrillen assemblieren und wieder 
deassemblieren. In Abbildung 4.2 wurde deutlich, dass bei Einsatz von 100 µmol 
Glutaraldehyd lediglich 50 % des eingesetzten Kollagens zu Fibrillen umgesetzt 
werden.  
Während der Deassemblierung erreichen 0,1 mg Kollagen nach 20 Stunden im Fluss 
bei 205 nm eine Extinktion von ungefähr 0,9 (Abb. 4.29). Geht man davon aus, dass 
zwischen Kollagenkonzentration und Extinktion ein linearer Zusammenhang besteht, 
würde man bei einer Deassemblierung von 50 % des eingesetzten Kollagens demnach 
eine Extinktion von 0,45 erwarten, da Glutaraldehyd selbst im gewählten Messbereich 
nicht absorbiert. 
Diese Erwartung bestätigt sich mit der Messung, die in Abbildung 4.32 dargestellt ist. 
Glutaraldehyd lässt sich mit 100 mM HCl nicht vom Kollagen abwaschen. Die 
Kollagen-Glutaraldehyd Aggregate scheinen dabei zu groß, um in den Messkreislauf 
und damit in die Messküvette zu gelangen. Sie verbleiben in der Reaktionsküvette und 
werden spektrometrisch nicht erfasst. 
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Abb. 4.32: Deassemblierungskurven für 0,1 mg Kollagen vernetzt mit 100 µmol 
Glutaraldehyd. Die unterschiedlichen Farben der Spektren ergeben sich aus den 
Zeitintervallen, in denen die Spektren aufgenommen wurden. 
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3. Fall: Ethylenglycol 
 
Als Vertreter der ungeladenen Reaktionspartner wurde für die Deassemblierung 
Ethylenglycol eingesetzt, welches im Wellenlängenbereich von 200 nm nur geringfügig 
absorbiert. 
Die Deassemblierungsreaktion über 20 Stunden (Abb. 4.33) ist nahezu identisch mit 
der Deassemblierungsreaktion von 0,1 mg Kollagen ohne Zusatz (Abb. 4.29). 
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Abb. 4.33: In Diagramm A ist die Deassemblierung über 20 h von 0,1 mg Kollagen, 
welches zuvor mit 0,5 µmol Ethylenglycol assembliert wurde, dargestellt. In Diagramm 
B wird das Spektrum von 0,5 µmol Ethylenglycol im sauren Fluss ohne Kollagen 
gezeigt. Die Beiträge zwischen 200 und 225 nm mit einer maximalen Extinktion von 
0,075 sind nahezu vernachlässigbar. 
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Das heißt, dass das gesamte Kollagen während der Deassemblierungsreaktion aus 
der Fibrillenform in die Monomerform zurück überführt wird. Die Wechselwirkung, die 
ihren Einfluss innerhalb der Assemblierungskinetik (Kapitel 4.1.1) zeigt, ist demnach zu 
schwach, um Auswirkungen auf die Deassemblierung zu haben. Unter Einwirkung von 
Ethylenglycol entstehen bei der Deassemblierung keine vernetzten Aggregate, da 
keine Verschiebung in höhere Wellenlängenbereiche beobachtet werden kann. Ob 
einzelne Moleküle Ethylenglycol an den Monomeren haften, oder diese vollständig 
abgewaschen werden, lässt sich anhand der Kurven nicht entscheiden. 
 
4. Fall: Polymethacrylsäure und Polyacrylsäure  
 
 
Einen 4. Fall der Deassemblierungsreaktion stellen Polyacrylsäure und 
Polymethacrylsäure dar. Chemisch gesehen unterscheiden sich beide von den 
anderen eingesetzten Polymeren dadurch, dass sie eine größere Anzahl von 
Ladungen in Form von Carboxylgruppen besitzen. Sie sind demnach in der Lage, 
wenigstens elektrostatische Wechselwirkungen mit Kollagen einzugehen. 
Beide Polymere absorbieren zwischen 200 nm und 240 nm und überlagern mit ihren 
Spektren das Kollagenspektrum. Durch Subtraktion der Einzelspektren soll ermittelt 
werden, ob es sich - ähnlich der Deassemblierung mit Polyethylenglycol (Abb. 4.30) - 
um eine Superposition von Einzelspektren handelt. 
In Abbildung 4.34 ist die Deassemblierungsreaktion von 0,1 mg Kollagen in Gegenwart 
von 0,5 µmol Polymethacrylsäure dargestellt. Vergleicht man die Höhe der 
Extinktionen der beiden Diagramme miteinander, wird deutlich, dass es sich nicht um 
eine Addition der Einzelspektren handeln kann. Die Extinktion von 0,5 µmol reiner 
Polymethacrylsäure im Fluss, welche in Diagramm B als rote Linie dargestellt ist, 
erreicht einen Wert von 2,5. Geht man von einem Extinktionswert von 0,9 für Kollagen 
aus (Abb. 4.29), ergäbe sich aus einer Addition ein Extinktionswert von 3,4. 
Die Deassemblierungsreaktion, die in Diagramm A dargestellt ist, erreicht jedoch im 
Spektrum einen Maximalwert von lediglich 1,25. 
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Abb. 4.34: Deassemblierungskurven von 0,1 mg Kollagen, welches vor der 
Deassemblierung mit 0,5 µmol Polymethacrylsäure assembliert wurde. In Diagramm A 
ist der Verlauf der Reaktion über 20 h dargestellt. In Diagramm B ist durch die rote 
Linie das Spektrum für  0,5 µmol reine Polymethacrylsäure mit 100 mM HCl im Fluss 
ohne Kollagen dargestellt. Die blaue Linie zeigt den Inhalt des gesamten 
Flusssystems, welches nach der Deassemblierung in ein gesondertes Reaktionsgefäß 
überführt wurde, womit auch der Inhalt der Reaktionsküvette erfasst werden konnte, 
welcher während der Reaktion nicht ins Flusssystem gelangen konnte. 
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Es kann also festgehalten werden, dass sich nach 20 Stunden nicht der gesamte Anteil 
beider Reaktionspartner im Fluss befindet. Eine Bildung von größeren Aggregaten 
kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da keine Verschiebung der Spektren in 
Wellenlängenbereiche größer 250 nm zu erkennen ist. Von größerer zu kleinerer 
Wellenlänge werden ab 250 nm für Polymethacrylsäure erste Extinktionswerte 
beobachtet. Diese Befunde implizieren, dass es sich um eine unvollständige 
Deassemblierungsreaktion handelt und ein Teil der Ausgangsstoffe in der 
Reaktionsküvette verbleibt. Um dies zu überprüfen, wurde der gesamte Fluss, 
einschließlich der Reaktionsküvette in ein gesondertes Reaktionsgefäß überführt und 
gut durchmischt. Dabei fiel auf, dass sich in der Lösung größere Kollagenflocken 
befanden, welche auf Grund eines engen Verbindungsstückes zwischen 
Reaktionsküvette und Schlauchsystem während der Messung nicht in die Messküvette 
gelangen konnten. Um zu testen, ob die Reaktionsbedingungen für eine 
Deassemblierung noch gegeben waren und sich nicht etwa durch den Einfluss von 
Polymethacrylsäure verändert haben, wurde der pH-Wert gemessen und der 
Ausgangswert von 3 bestätigt. 
Die Messküvette wurde anschließend an dieses Reaktionsgefäß angeschlossen und 
ein Spektrum aufgenommen, welches in Diagramm B der Abbildung 4.34 durch die 
blaue Linie gezeigt ist. Hier wird deutlich, dass das aufgenommene Spektrum im 
Vergleich zur Deassemblierung eine weitaus höhere Extinktion erreicht. Das heißt, ein 
großer Anteil der Ausgangsstoffe verbleibt auch nach 20 Stunden noch in der 
Reaktionsküvette. Da ein Teil des Kollagens noch in Fibrillenform vorliegt und in Form 
größerer, gelartiger Strukturen ausfällt, erreicht auch dieses Spektrum den additiven 
Wert von 3,4 nicht, der sich aus der Addition von Kollagen- und 
Polymethacrylsäurespektrum ergeben würde. 
Von Interesse war nun, woraus sich das Deassemblierungsspektrum zusammensetzt. 
Denkbar war das Vorliegen von teilweise deassembliertem Kollagen, welches 
beispielsweise nicht mit Polymethacrylsäure besetzt war, reiner Polymethacrylsäure 
oder einer Mischung aus beidem. 
Vergleicht man das vorliegende Deassemblierungsspektrum mit dem reinen Kollagens 
(Abb. 4.29), stellt man fest, dass das Deassemblierungsspektrum ähnlich dem der 
Polymethacrylsäure von größeren zu kleineren Wellenlängen erste Werte bei 250 nm 
zeigt, während im Spektrum für reines Kollagen erst bei 230 nm Extinktionswerte 
gemessen werden. Das Deassemblierungsspektrum wird demnach von 
Polymethacrylsäure dominiert. Es lässt sich aus diesen Spektren jedoch nicht ablesen, 
ob die Signale durch eine stetige Konzentrationszunahme reiner Polymethacrylsäure 
verursacht werden, welche aus der Kollagen-Polymer Matrix ausgespült wird, oder ob 
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es sich um ein Kollagen-Polymer Gemisch handelt, welches über die Zeit an 
Konzentration im Fluss zunimmt. 
Um dies zu ermitteln, wurde geprüft, ob sich alle Kurven des 
Deassemblierungsspektrums normieren und auf das Spektrum für reine 
Polymethacrylsäure anpassen lassen. Wenn sich die Spektren in ihrer 
Extinktionserhöhung proportional zum Konzentrationsanstieg reiner 
Polymethacrylsäure im Fluss verhalten, wird beim rechnerischen Überführen der 
Kurven eine Deckungsgleichheit erreicht. Dies würde nicht gelingen, wenn sich die 
ansteigende Extinktion aus dem Konzentrationsanstieg beider Komponenten in Lösung 
ergäbe. Dazu wurden alle Kurven bei 235 nm auf 1 gewichtet. Aus dem 
Extinktionswert, welcher bei 235 nm gemessen wurde, ergibt sich für jede Kurve ein 
Faktor, durch welchen sie dividiert wird. Dadurch werden die Spektren ineinander 
verschoben und ihre Kongruenz geprüft. 
Abbildung 4.35 zeigt als Resultat dieser Verschiebung die deckungsgleiche Anpassung 
aller Kurven der Deassemblierung an das Spektrum reiner Polymethacrylsäure. Aus 
diesem Verhalten lässt sich die wichtige Erkenntnis ableiten, dass im Verlauf der 
Deassemblierung ein Teil der eingesetzten Polymethacrylsäure aus der Kollagenmatrix 
gespült wird, das Kollagen selbst dabei jedoch nicht mehr deassembliert. So gelangen 
praktisch keine Kollagenmoleküle in den Fluss und es ergibt sich ein reines 
Polymerspektrum. 
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Abb. 4.35: Rechnerisch ineinander überführte Kurven der Deassemblierungsreaktion 
aus Abbildung 4.34. Die Kurven wurden bei 235 nm gewichtet (Markierung) und durch 
Division mit dem entsprechenden Faktor auf einen Wert von 1 angepasst.  
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Die Spektren aus Abbildung 4.34 A erklären sich demnach als reine 
Polymethacrylsäure, welche in wachsender Konzentration langsam über die Zeit aus 
dem Kollagen-Polymergemisch in den Kreislauf gespült wird. 
Es ist also möglich, Anteile von Polymethacrylsäure in stark saurem Milieu vom 
Kollagen abzuwaschen. Das Kollagen wird in diesem Kontext nicht deassembliert. 
Polymethacrylsäure vermag demzufolge das Kollagennetzwerk zu stabilisieren und 
erfüllt damit eine Gerbstoffeigenschaft. 
 
Auf den ersten Blick zeigt sich für die Deassemblierung von Kollagen unter Einfluss 
von Polyacrylsäure ein ähnliches Verhalten. Dies ist zu erwarten, da sich beide 
Polymere in ihrer Struktur ähneln (Abb. 3.1) und auch die Ladung der Polyacrylsäure 
aus Carboxylgruppen resultiert. Ein Unterschied ist neben der zusätzlichen 
Methylgruppe seitens Polymethacrylsäure die Länge der Polymere. Die eingesetzte 
Polymethacrylsäure weist eine durchschnittliche Länge von 106 Monomeren auf, 
während die eingesetzte Polyacrylsäure nur eine Kettenlänge von durchschnittlich 36 
Monomeren besitzt. 
In Abbildung 4.38 ist die Deassemblierungsreaktion von 0,1 mg Kollagen dargestellt, 
welches vor der Deassemblierung mit 0,5 µmol Polyacrylsäure assembliert wurde. 
Analog zur Deassemblierung mit Polymethacrylsäure kann auch in diesem Fall 
festgehalten werden, dass die Spektren der Deassemblierung (A) nicht die Summe des 
Kollagenspektrums mit einer Extinktion von 0,9 und des Spektrums für Polyacrylsäure 
mit einer Extinktion von 2,9 (B) darstellt. 
Es befindet sich demnach auch in diesem Fall nicht der gesamte Anteil beider 
Reaktionspartner nach 20 Stunden im Fluss.  
Im Deassemblierungsspektrum mit Polyacrylsäure kann ebenfalls kein Signal in 
Wellenlängenbereichen größer 250 nm beobachtet werden. Auch für Polyacrylsäure 
können bei dieser Wellenlänge Extinktionswerte detektiert werden. Fibrillen würden im 
Bereich zwischen 300 nm und 800 nm absorbieren. Es kann demnach sowohl eine 
Aggregatbildung, als auch das Vorhandensein von Fibrillen im Fluss ausgeschlossen 
werden.  
Es wurde mit dem Deassemblat analog zum Beispiel der Polymethacrylsäure verfahren 
und der gesamte Fluss in ein gesondertes Reaktionsgefäß überführt. Auch hier fielen 
größere gelartige Kollagenstrukturen auf, die während des Zeitraumes der Messung 
innerhalb der Reaktionsküvette verblieben waren. 
So ergibt sich - vergleichbar mit Polymethacrylsäure - auch in Diagramm B für das 
Spektrum des gesamten Flusses in der blauen Linie kein additiver Charakter, da ein 
Großteil des Kollagens vor der Messung ausgefallen war. 
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Abb. 4.38: Deassemblierungskurven von 0,1 mg Kollagen, das zuvor mit 0,5 µmol 
Polyacrylsäure assembliert wurde. In Diagramm A ist der Verlauf der Reaktion über 
20 h dargestellt. Diagramm B zeigt das Spektrum für freie Polyacrylsäure im sauren 
Fluss (rote Linie), und den Inhalt des gesamten Flusssystems einschließlich des Inhalts 
der Reaktionsküvette (blaue Linie). 
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Abb. 4.39: Verhalten der Kurven aus Abbildung 4.36 nach der Wichtung. Die Kurven 
wurden bei 235 nm = 1 gesetzt (Markierung) und durch Division mit dem 
entsprechenden Faktor angepasst. Mit wachsender Zeit erhöht sich der Anstieg bei 
einer Wellenlänge von < 235 nm. Daraus ergibt sich, dass sich die gewichteten 
Spektren aus Mischspektren zusammensetzen und sich neben dem Polymer ein 
ebenfalls über die Zeit zunehmender Anteil von Kollagenmonomeren im Fluss befindet. 
 
Auch für Polyacrylsäure zeigt sich innerhalb des Deassemblierungsspektrums deutlich 
der Einfluss des Polymers, da auch hier der Kurvenanstieg im Vergleich zum 
Kollagenspektrum (Abb. 4.24) in höheren Wellenlängenbereichen beginnt.  
Um zu prüfen, ob sich die Kurven ineinander überführen lassen, wurden die Spektren 
der Deassemblierung und das Spektrum für freie Polyacrylsäure wiederum bei 235 nm 
gleich 1 gesetzt (Abb. 4.39). Hierbei können deutliche Unterschiede zwischen beiden 
Polymeren ermittelt werden. 
Im Gegensatz zu Polymethacrylsäure lassen sich die Deassemblierungskurven mit 
Polyacrylsäure rechnerisch nicht mit dem Spektrum freier Polyacrylsäure wichten. Das 
bedeutet, dass in diesem Fall während der Deassemblierungsreaktion nicht nur 
Polymer ausgewaschen wird, sondern auch ein Anteil Kollagen deassembliert und in 
Monomerform im Fluss vorliegt. 
Obwohl auch bei Polyacrylsäure die Bindung zu Kollagen durch Ladungseintrag nur 
bedingt reversibel ist, lässt sie sich deutlich durch andere Bindungseigenschaften von 
Polymethacrylsäure unterscheiden. 
Da Anteile von Kollagen trotz vorheriger Reaktion mit Polyacrylsäure deassemblieren, 
kann das Polymer die Kollagenmatrix offenbar nicht ausreichend stabilisieren. Damit 
erfüllt Polyacrylsäure ein wichtiges Gerbstoffkriterium nicht. 
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5 Diskussion und Ausblick 
 
Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit beinhaltete die Etablierung eines 
Modellsystems, welches es erlaubt, Kenntnis darüber zu erlangen, auf welcher 
hierarchischen Strukturebene des Kollagens Wechselwirkungen mit ausgewählten 
Polymeren als potentielle Gerbstoffe stattfinden. Dazu wurden die Polymere nicht 
analog zur Gerbung mit assemblierten Kollagenfibrillen versetzt, sondern die Fibrillen 
von der Monomerstufe aus unter Polymereinfluss in vitro neu assembliert. Als 
Polymere standen neben Glutaraldehyd als kovalenter Vernetzer Polyethylenglycol und 
dessen niedermolekularen Äquivalente Diethylenglycol und Ethylenglycol zur 
Verfügung. Außerdem wurden Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure eingesetzt, die, 
obwohl sie sich in ihrer Struktur nur geringfügig unterscheiden, große Unterschiede in 
der Art der Wechselwirkung mit Kollagen zeigten. So wirkt Polyacrylsäure im normalen 
Lederverarbeitungsprozess eher verklebend und wird als Fettungsmittel eingesetzt, 
während Polymethacrylsäure eine gerbende Wirkung besitzt und als Nachgerbstoff 
eingesetzt wird. 
Die Fibrillenbildung in Anwesenheit der Polymere wurde mittels UV/Vis-Spektrometer 
bei 340 nm verfolgt. Aus diesen Kinetiken wurden mit einem mathematischen Modell 
Teilreaktionen abgeleitet, deren Geschwindigkeitsverhalten in Abhängigkeit der 
Konzentration der verschiedenen Polymere untersucht werden konnten. Des Weiteren 
ergab eine Untersuchung mittels Atomkraftmikroskopie polymerabhängige Einflüsse 
auf die Morphologie der Kollagenfibrillen. 
Es wurde außerdem eine Methode entwickelt, mit der sich die Bindung zwischen 
Kollagen und Polymeren näher charakterisieren lässt. Hierzu wurden Bedingungen 
geschaffen, unter denen Kollagenfibrillen in nativer Form in ihre Monomer-
untereinheiten zerlegt werden. Diese Methode wurde als Umkehrreaktion zur 
Assemblierung Deassemblierung genannt. Es konnte eruiert werden, ob sich die 
Polymere mit 100 mM Salzsäure nach der Assemblierung wieder von der Oberfläche 
des Kollagens abwaschen lassen. Dieser Vorgang wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie 
verfolgt. Da bei der zur Assemblierung eingesetzten Konzentration von 0,2 mg 
Kollagen Extinktionswerte von über 2 erreicht werden, wurde die Deassemblierung mit 
einer Kollagenkonzentration von 0,1 mg durchgeführt und das Verhältnis zum 
eingesetzten Polymer im Vergleich mit der Assemblierung entsprechend angepasst. Es 
konnte gezeigt werden, dass sich Kollagen in Abwesenheit von Polymeren von Fibrillen 
in Monomere zurück überführen lässt. 
Sowohl die Assemblierung als auch die Deassemblierung sind in ihrem Verlauf stark 
vom eingesetzten Polymer abhängig. Damit eignen sich diese beiden Methoden in 
Kombination hervorragend für die Evaluation der Wechselwirkungen zwischen 
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Kollagen und den Polymeren der Wahl, deren Kenntnis für die Neuentwicklung von 
Gerbstoffen im Polymerbereich unabdingbar ist. 
 
5.1 Evaluation des mathematischen Modells 
 
Für die Analyse der kinetischen Daten wurde in Kapitel 4.1.3 ein Modell vorgestellt, 
welches es erlaubt, die Gesamtreaktion der Assemblierung in Teilreaktionen zu 
untergliedern und die daraus resultierenden geschwindigkeitsbestimmenden Schritte 
dieser auszuwerten und zu vergleichen. Es handelt sich dabei um die einfachste Form 
der Beschreibung der Assemblierung von Kollagen Typ I in vier Stufen. So wird 
gewährleistet, dass alle essentiellen Schritte erfasst werden, die Anzahl der 
unbekannten und damit variablen Parameter jedoch überschaubar und damit 
interpretierbar bleibt.  
Dabei wird für Kollagen Typ I eine kristalline Struktur angenommen und die 
Fibrillenbildung in die Nukleation von Monomeren (k1), dem Auswachsen dieser 
Keimpunkte zu Mikrofibrillen (k2), die Nukleation von Mikrofibrillen (k3) und das 
Auswachsen der Keime zu Fibrillen (k4) unterteilt. Bei k1 bis k4 handelt es sich dabei um 
Geschwindigkeitskonstanten, welche den Umsatz von Kollagen über die Zeit während 
des entsprechenden Prozesses angeben. 
Es konnte anhand einer Modellierung gezeigt werden, dass die Ausbildung einer 
Substruktur in Form einer Mikrofibrille unbedingt von diesem Rechenmodell erfasst 
werden muss, um die Kinetik der Assemblierung exakt beschreiben zu können (Kapitel 
4.1.3). Innerhalb des vorliegenden Modells ist es demnach nicht möglich, dass ein 
Monomer sich direkt an eine Fibrille anlagert, ohne den Zwischenschritt der Mikrofibrille 
zu passieren. Außerdem wird für das Modell eine Nichtreversibilität aller Prozesse 
angenommen. 
Im vorgestellten Modell wird der Einfluss der eingesetzten Polymere auf Grund ihrer 
spezifischen Effekte auf das Kollagen rechnerisch nicht berücksichtigt. So ist ein 
unterschiedlicher Wirkort der Polymere innerhalb der Kollagenstrukturebenen denkbar. 
Außerdem kommen polymerspezifische Effekte, wie zum Beispiel die Art der Bindung 
oder die Polymerkonstitution im Sinne von Kettenlänge oder Kettensteifigkeit zum 
Tragen, welche eine allgemeine Modellierung kaum möglich machen. Ein weiteres 
Problem stellt die Anzahl der zusätzlichen unbekannten Parameter dar, da im Fall von 
mehr als vier Variablen die Anpassungsroutine unspezifisch wird.  
Grundsätzlich lässt sich festhalten, dass das Modell anwendbar ist, solange eine 
charakteristische Fibrillenbildung abläuft. Die Einflüsse, die die Polymere auf die 
Fibrillogenese haben, spiegeln sich in der Veränderung der Geschwindigkeits-
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konstanten wider. Sollte auf Grund der Wechselwirkung zwischen Polymer und 
Kollagen die Fibrillogenese vollständig inhibiert werden, lässt sich über das 
Gleichungssystem keine Kurve mehr modellieren. Ein Maß für eine unregelmäßige 
Fibrillogenese ist der Zuwachs der mittleren quadratischen Abweichung χ2.  
 
Die Ergebnisse machen deutlich, dass sich in Verbindung mit AFM-Aufnahmen viele 
beobachtete Effekte durch die mit Hilfe des Modells errechneten Daten interpretieren 
lassen. Somit erlaubt das Modell quasi in das System hineinzuschauen und 
Wechselwirkungen zu verstehen, welche allein durch die Beobachtung der 
Morphologie oder der Gesamtkinetik nicht erfassbar wären, aber in Kombination ein 
verständliches Bild über mögliche Wechselwirkungen innerhalb der Kollagenmatrix 
vermitteln. 
 
5.2 Polymerspezifische Einflüsse auf die in vitro Fibrillogenese und das 
Deassemblierungsverhalten von Kollagen Typ I 
 
Außer Polyethylenglycol zeigten alle eingesetzten Polymere in unterschiedlichster 
Form innerhalb der Kinetik der in vitro Fibrillogenese Wechselwirkungen auf der 
kleinsten molekularen Strukturebene des Kollagens - der Tripelhelix. Den Rahmen der 
beobachteten Interaktionsstärken bestimmte zum einen Polyethylenglycol, welches 
keine Wechselwirkung zeigte und zum anderen Glutaraldehyd, welches die Monomere 
kovalent vernetzt und damit die Fibrillogenese vollständig inhibierte, so dass keine 
Assemblierung vernetzter Monomere ablaufen konnte. Die kovalenten Bindungen 
ließen sich erwartungsgemäß unter deassemblierenden Bedingungen nicht lösen, 
während in Anwesenheit von Polyethylenglycol das Kollagen vollständig 
deassemblierte.  
Alle weiteren Reaktanten zeigten innerhalb der Assemblierung deutliche Einflüsse auf 
die Kinetik der Fibrillenbildung. Darüber hinaus ließen sich sowohl für Polyacrylsäure 
als auch für Polymethacrylsäure große Effekte auf die Morphologie der entstandenen 
Fibrillen und das Deassemblierungsverhalten beobachten. 
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5.2.1 Wirkung von Ethylenglycol und Diethylenglycol 
 
Im Gegensatz zu Polyethylenglycol wirken dessen niedermolekularen Äquivalente 
Ethylenglycol und Diethylenglycol innerhalb der Assemblierungskinetik verzögernd 
innerhalb der lag-Phase. Denkbar wäre, dass die endständigen Hydroxylgruppen auf 
Grund ihrer Polarität mit Kollagen schwache Wechselwirkungen in Form von 
Wasserstoffbrückenbindungen eingehen, welche aber erst ab einer gewissen 
Akkumulation von Ereignissen einen Effekt auf die Kinetik der Assemblierung haben. 
Bei Einsatz einer gleichen Teilchenanzahl ist die Summe der Hydroxylgruppen, welche 
mit Kollagen wechselwirken können, zwar bei allen drei Stoffen identisch, die Wirkung 
dieser auf die Assemblierung könnte sich aber bei Polyethylenglycol auf Grund seiner 
großen Kettenlänge und damit einhergehenden geringeren Dichte in der Verteilung der 
Hydroxylgruppen entlang des Kollagens nahezu aufheben.  
Werden die erhaltenen Messkurven mit dem vorgestellten Modell gefittet, zeigen sich 
für hohe Konzentrationen Ethylenglycol und Diethylenglycol die größten 
Veränderungen für k3 und k4, welche für die Keimbildung und das Auswachsen der 
Fibrille stehen und demzufolge die Bildung größerer Struktureinheiten von Kollagen 
beschreiben. Diese Beobachtung spricht dafür, dass es sich hier um Effekte handelt, 
die sich innerhalb der entstehenden Kollagenstrukturen summieren und erst auf 
fibrillärer Ebene ihre größte Wirkung auf die Assemblierungsgeschwindigkeit zeigen, 
was wiederum für die Akkumulation von schwachen Wechselwirkungen in Form von 
Wasserstoffbrücken in etwa auf Grund einer größeren Reaktionsoberfläche bedingt 
durch größere Strukturen spricht. 
Kollagenfibrillen, die in Gegenwart von Ethylenglycol, welches in der 
Assemblierungskinetik einen verzögernden Effekt, aber keine Besonderheiten in der 
Morphologie der Fibrillen erkennen ließ, assembliert waren, konnten vollständig 
deassembliert werden. Ein weiterer Nachweis, dass die Wechselwirkung zwischen den 
ungeladenen Polymeren und Kollagen sehr schwach ist und hauptsächlich darin zu 
bestehen scheint, für die Assemblierung wichtige Gruppen des Kollagens zu 
maskieren. So wird die Assemblierung zwar behindert, die Polymere selbst aber 
vermutlich nicht integriert, was die reguläre Fibrillenmorphologie trotz verzögerter 
Assemblierungskinetik erklärt.  
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5.2.2 Wirkung von Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure 
 
Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure zeigten beide - ähnlich dem Ethylenglycol und 
dem Diethylenglycol - innerhalb der Assemblierungskinetik eine Verzögerung innerhalb 
der lag-Phase. Als weiterer Effekt konnte jedoch bei beiden Polymeren ein Anstieg der 
Extinktion bei zunehmender Polymerkonzentration innerhalb der so genannten 
Plateau-Phase beobachtet werden, welche mit ausgeprägten Abweichungen in der 
Fibrillenmorphologie erklärt werden konnten. 
Trotz dieser ähnlichen Tendenz, können große Unterschiede im Detail gefunden 
werden. So erzeugt Polyacrylsäure entlang der Fibrille so genannte gesplittete Enden, 
welche in ca. 90° von der Fibrille abstehen, was auf eine Anreicherung von Ladungen 
hindeutet. Dies lässt den Schluss zu, dass sich mit Polyacrylsäure besetzte Monomere 
besonders in diesen Regionen anlagern.  
Trotz dieser abweichenden Morphologie scheint die Assemblierung als solche unter 
Einbau der beobachteten Defekte zu funktionieren, denn das vorgestellte mathe-
matische Modell, welches die Fibrillogenese beschreibt, ließ sich uneingeschränkt auf 
die erhaltenen Fibrillenbildungskurven anwenden. Inwieweit die erhaltenen Fibrillen in 
ihren physikalischen Eigenschaften polymerfreien Kollagenfibrillen entsprechen, soll 
Bestandteil weiterer Untersuchungen sein (Kapitel 5.3). 
Für niedrige Konzentrationen Polymethacrylsäure zeigte sich für die Assemblierung ein 
ähnliches Verhalten. Im Gegensatz zur Polyacrylsäure findet sich hier jedoch eine 
kritische Konzentration von durchschnittlich zwei Polymermolekülen pro 
Kollagenmonomer, ab welcher die entstehenden Defekte so groß sind, dass die 
Assemblierung als solche nur noch eingeschränkt abläuft.  
Die Erzeugung dieser Defekte resultiert im angenommenen kritischen Verhältnis 
wahrscheinlich aus einer starken Versteifung des Kollagenmoleküls, verursacht durch 
die Anlagerung von Polymethacrylsäuremolekülen, welche im Vergleich zur Poly-
acrylsäure eine zusätzliche Methylgruppe und damit einhergehend eine größere 
Steifigkeit aufweisen. 
Die Belegungsdichte der Polymermoleküle entlang der Kollagenmoleküle wird als nicht 
homogen angenommen.  
Daraus ergibt sich, dass neben Monomeren, welche mit zwei Polymermolekülen 
beladen sind, zum einen unbeladene Monomere in der Lösung vorliegen, welche 
uneingeschränkt assemblierungsfähig sind, zum anderen aber auch Monomere, 
welche mit mehr als zwei Polymermolekülen beladen sind und größere Defekte 
erzeugen oder assemblierungsunfähig sind. 
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Dies spiegelt sich nicht nur in der Fibrillenmorphologie, sondern auch im größer 
werdenden χ2 wider, welches für die Abweichung der modellierten Kurve zur Messkurve 
steht. 
Weiterhin ist auffällig, dass trotz der gleichen Entwicklungstendenzen der Grad der Ab- 
bzw. Zunahme der Geschwindigkeitskonstanten abhängig vom eingesetzten Polymer 
stark differiert (Kapitel 4.1.4). 
Im Nachfolgenden sind die enormen Unterschiede zwischen Polyacrylsäure und 
Polymethacrylsäure bezüglich ihres Einflusses auf die Teilreaktionen der Fibrillogenese 
und damit einhergehende unterschiedliche Entwicklung der Geschwindigkeits-
konstanten im Vergleich dargestellt. 
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Abb. 5.1: Dargestellt ist die Entwicklung der Geschwindigkeitskonstanten k1, welche 
mit dem mathematischen Modell aus den Assemblierungskurven ermittelt wurden und 
die Keimpunktbildung der Mikrofibrillen beschreiben. Die Veränderung der Konstanten 
resultiert aus den dem Assemblierungsansatz zugesetzten Mengen Polyacrylsäure 
bzw. Polymethacrylsäure. 
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Abb. 5.2: Aufgetragen sind die Geschwindigkeitskonstanten k2, welche mit dem 
mathematischen Modell aus den Assemblierungskurven ermittelt wurden und das 
Auswachsen der Mikrofibrillen beschreiben. Die Veränderung der Konstanten resultiert 
aus den dem Assemblierungsansatz zugesetzten Mengen Polyacrylsäure bzw. 
Polymethacrylsäure. 
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Abb. 5.3: Gezeigt sind die mit dem mathematischen Modell errechneten 
Geschwindigkeitskonstanten k3, welche die Keimpunktbildung der Fibrillen durch die 
Nukleation von Mikrofibrillen beschreiben. Die Veränderung der Konstanten resultiert 
aus den der Assemblierung zugesetzten Mengen Polyacrylsäure bzw. 
Polymethacrylsäure. 
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Abb. 5.4: Abgebildet sind die Geschwindigkeitskonstanten k4, welche mit dem 
mathematischen Modell errechnet wurden und das Auswachsen der Keimpunkte zu 
Fibrillen beschreiben. Die Veränderung der Konstanten resultiert aus den Mengen 
Polyacrylsäure bzw. Polymethacrylsäure, welche zuvor der Assemblierung zugesetzt 
wurden. 
 
So verschiebt Polymethacrylsäure das Gleichgewicht zwischen Keimbildung und 
Keimwachstum im Gegensatz zu Polyacrylsäure sehr stark auf die 
Keimwachstumsseite, was sich deutlich im Vergleich der Werte für k1 und k2  zeigt (Abb. 
5.1; 5.2). Diese Konstanten stehen für die Umsatzrate von Kollagenmonomeren, 
welche beim Setzen von Keimpunkten für Mikrofibrillen und dem Auswachsen dieser 
eingebaut werden. Auffällig ist, dass Polyacrylsäure den größten Einfluss auf die 
Keimpunktbildung der Fibrillen hat (Abb. 5.3). So verzögert Polyacrylsäure diese 
Keimpunktbildung zwar nicht im gleichen Maße wie Polymethacrylsäure, jedoch im 
Vergleich mit allen anderen Teilreaktionen sind hier bereits in niedrigen 
Konzentrationen die größten Effekte zu beobachten. Polyacrylsäure greift demnach 
besonders auf der Stufe der Mikrofibrillen in die Fibrillogenese ein, was sich in AFM-
Aufnahmen im Auftreten so genannter gesplitteter Enden entlang der Fibrille zeigt. Für 
die Keimpunktbildung der Fibrillen (Abb. 5.3) lassen sich für Polyacrylsäure im 
Gegensatz zu Polymethacrylsäure erst in höheren Konzentrationen nennenswerte 
verzögernde Effekte beobachten, welche aber um Faktor 2 geringfügiger ausfallen als 
es für höhere Konzentrationen Polymethacrylsäure der Fall ist.  
Für Polymethacrylsäure wird für eine Konzentration größer 1 µmol ein kritischer Punkt 
erreicht, welcher sich sehr deutlich in k2, d.h. dem Auswachsen der Mikrofibrillen 
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äußert. Hier verzögert die Wachstumsgeschwindigkeit bei einer zugesetzten 
Stoffmenge von 1,5 µmol erheblich, was als eine Art Phasenverschiebung zwischen 
zwei verschiedenen Reaktionsabläufen interpretiert werden könnte (Abb. 5.2). Bis zu 
dieser Konzentration scheint der Assemblierungsprozess ähnlich dem unter 
Polyacrylsäureeinfluss abzulaufen. So zeigt sich in AFM-Aufnahmen bis zu dieser 
Konzentration eine ähnliche Morphologie der Fibrillen mit gesplitteten Enden, wie es im 
Fall der Polyacrylsäure zu beobachten ist. Höhere Konzentrationen an 
Polymethacrylsäure scheinen zu einem andersartigen Assemblierungsverhalten zu 
führen, was sich sowohl in der Kinetik als auch in der Morphologie widerspiegelt. 
Damit stellt sich die Frage, ob die in AFM Aufnahmen beobachtete Morphologie unter 
Einfluss von 2 μmol Polymethacrylsäure prinzipiell noch einer nativen Fibrille 
entspricht. Auch dieser Aspekt soll in weiteren Experimenten näher untersucht werden 
(Kapitel 5.3). 
 
Innerhalb der Deassemblierung ließen sich Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure 
nicht vollständig vom Kollagen lösen. Es ist bekannt, dass beide Polymere nicht 
kovalent an Kollagen binden, sondern die Interaktionen hauptsächlich in hydrophoben 
Wechselwirkungen und Salzbrücken zwischen den Carboxylgruppen der Polymere und 
den Aminosäureresten des Kollagens bestehen [72]. 
Aktuelle Modellierungen von Bulo et al. ergaben, dass die stabilsten Bindungen die 
Salzbrücken zwischen den Carboxylgruppen der Polymere und den basischen 
Seitenketten des Kollagens sind. Es gibt außerdem weitaus weniger affine hydrophobe 
Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Proteinrückgrat und 
den Hydroxylsubstituenten der Hydroxyprolinreste [72].  
Diese unterschiedlichen Bindungsstärken zeigen sich deutlich in den Deassem-
blierungskurven. Die hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoffbrücken-
bindungen lassen sich durch den Ioneneintrag der Salzsäure lösen. Der geringe Teil 
der Polymere, welcher über diese Bindungen mit dem Kollagen wechselwirkt, lässt sich 
so abwaschen und ist spektrometrisch im Fluss erfassbar. 
Die entstandenen Ionenbindungen lassen sich nicht mit Salzsäure trennen und der so 
gebundene Hauptanteil der Polymere bleibt in der Reaktionsküvette zurück. 
Die Ionenbindung, welche auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruht, kommt nur 
zustande, wenn die Polymere bei der Reaktion mit dem Kollagen vollständig 
deprotoniert und damit die Carboxylgruppen negativ geladen sind. Diese Voraus-
setzungen sind während der Assemblierung gegeben, da das Polymer vor der 
Reaktion mit Kollagen direkt in den Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,4 
gegeben wird.  
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Stellt man die Spektren von Polyacrylsäure (Abb. 4.38) und Polymethacrylsäure (Abb. 
4.34) ohne Kollagen im sauren Fluss gegenüber, so zeigen sich ähnliche 
Extinktionswerte. Aus einem Vergleich der Deassemblierungskurven ergeben sich für 
Polymethacrylsäure jedoch deutlich höhere Extinktionswerte als für Polyacrylsäure. 
Zusätzlich ergaben Rechnungen (Abb. 4.35 und Abb. 4.39), dass das höhere Spektrum 
der Polymethacrylsäure nur das Polymer enthielt, während sich das niedrigere 
Spektrum der Polyacrylsäure aus Polymer und Kollagen zusammensetzt. Zum einen 
lässt sich daraus ableiten, dass im Vergleich beim Deassemblierungsprozess mit 
Polyacrylsäure eine geringere Polymermenge ausgespült wird, zum anderen, dass es 
in Gegenwart von Polymethacrylsäure zu keiner Deassemblierung von Kollagen 
kommt. Polymethacrylsäure ist demzufolge in der Lage, die Kollagenmatrix auch in 
einem sauren gerbäquivalenten Milieu ausreichend zu stabilisieren. Damit erfüllt 
Polymethacrylsäure im Gegensatz zu Polyacrylsäure ein Gerbstoffkriterium. 
Die Ergebnisse implizieren, dass Polyacrylsäure mehr Ionenbindungen als nieder 
affine Wechselwirkungen mit Kollagen eingeht, was sich aus den Extinktionswerten der 
Deassemblierungskurven ergibt. Außerdem scheint Polymethacrylsäure auf Grund 
seiner Steifigkeit und Kettenlänge in der Lage zu sein, neben der Bindung an das 
Kollagen dieses auch gegenüber Ladungseintrag abzuschirmen.  
Bulo et al. beschreiben als Ergebnisse verschiedener Modellierungen, dass 
Polymethyacrylsäure auf Grund ihrer sterischen Anordnung bedingt durch die 
Methylgruppe nur sehr wenige Bindungen mit Kollagen eingeht, welche außerdem viel 
schwächer sind als die der Polyacrylsäure [72]. Durch diese Steifigkeit ist es in der 
Lage als eine Barriere zwischen den Fibrillen zu wirken, was seine Eigenschaft als 
Nachgerbstoff erklärt.  
Im Gegensatz dazu zeigt Polyacrylsäure eine hohe Interaktionsdichte und ihre 
Bindungsstärke ist im Vergleich zu Polymethacrylsäure deutlich höher. Sie ist in der 
Lage Kollagenmonomere zu vernetzen, aber nicht in Form eines gerbenden, sondern 
verklebenden Effektes.  
 
Mit der Analyse der Deassemblierung ist es gelungen, eine Screeningmethode zu 
entwickeln, welche es erlaubt, Bindungen zwischen Kollagen und Polymeren näher zu 
charakterisieren. Die dabei erlangten experimentellen Resultate gehen konform mit 
Modellierungsergebnissen der Gruppe Bulo et al. [72]. Von Interesse wäre eine 
Methode, die es erlaubt, sterische Effekte, welche wie im Fall von Polyacrylsäure und 
Polymethacrylsäure großen Einfluss auf die gerbende Wirkung haben können, näher 
untersuchen zu können. 
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5.3 Ausblick 
 
Die in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnisse bieten neben den genannten 
Optimierungsvorschlägen interessante Ansatzpunkte für weiterführende Arbeiten. 
 
Um eine Versteifung der Fibrillen durch die Anlagerung von Polymeren zu 
untersuchen, bietet sich eine Untersuchung am Atomkraftmikroskop (AFM) an. Hierzu 
können Fibrillen an einem Ende an eine Oberfläche angebunden und am anderen 
Ende mittels einer AFM-Spitze Kraftmessungen durchgeführt werden. Durch Zug- und 
Biegeexperimente können so Änderungen der Fibrillenflexibilität, aber auch 
Änderungen der Morphologie durch Veränderung in Reißeigenschaften untersucht 
werden. 
 
Eine weitere Möglichkeit, Morphologieänderungen von Fibrillen zu untersuchen, 
könnten Querschnittpräparate sein, welche mittels Transmissionselektronen-
mikroskopie ausgewertet werden. 
 
Die vorgestellten Methoden können für eine breite Palette ausgewählter Polymere als 
Screeningmethoden genutzt werden. Die Auswertungen der Verhaltensweisen 
innerhalb der Assemblierung und Deassemblierung und der Bezug zur Strukturformel 
der Polymere können Aufschluss über generelle Struktureigenschaften geben, welche 
für ein Gerbverhalten nötig sind und damit einen entscheidenden Beitrag für die 
Entwicklung neuer Gerbstoffe leisten. 
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6 Zusammenfassung 
 
 
Gerbstoffe stabilisieren die Kollagenmatrix der Haut, in dem sie auf unterschiedlichste 
Art und Weise chemische Quervernetzungen herstellen. Es bleibt jedoch bis heute 
weitgehend unbeantwortet, auf welcher hierarchischen Ebene der Kollagenstruktur 
diese Wechselwirkung stattfindet und wie stringent eine solche Bindung mindestens 
sein muss, um einer Substanz den Charakter eines Gerbstoffes zu verleihen. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Modellsystem entwickelt, das es 
gestattet, Aussagen darüber zu treffen, auf welcher Strukturebene des Kollagens diese 
Wechselwirkung stattfindet.  
Dazu wurde auf ein „bottom-up“ Verfahren zurückgegriffen, bei dem der Gerbstoff nicht 
auf Haut aufgebracht, sondern die Fibrillen in Anwesenheit von verschiedenen 
Wirkstoffen neu gebildet werden. Für die Untersuchungen wurden Vertreter aus der 
Substanzklasse der Polymere ausgewählt. Es kam Polyacrylsäure zum Einsatz, die als 
Fettungsmittel genutzt wird, und Polymethacrylsäure, welche in der Produktion als 
Nachgerbstoff verwendet wird. Vertreter ungeladener Polymere waren Ethylen-, 
Diethylen- und Polyethylenglycol, wobei hier die unterschiedlichen Molekülgrößen im 
Vergleich von Bedeutung waren. Des Weiteren wurde Glutaraldehyd als Vertreter 
eines gerbenden kovalenten Vernetzers untersucht. 
Kollagen Typ I Fibrillen wurden in vitro ausgehend von der Monomerform assembliert, 
und mit UV/Vis-Spektroskopie wurde verfolgt, ob und gegebenenfalls wie die Polymere 
die Kinetik der in vitro Fibrillogenese verändern. Dabei wurde beobachtet, dass bis auf 
Polyethylenglycol alle eingesetzten Substanzen auf unterschiedlichste Art schon auf 
der kleinsten Kollageneinheit - der Tripelhelix wirken. Diese Daten wurden mittels eines 
mathematischen Modells ausgewertet, das es ermöglicht, die Fibrillogenese in 
Teilreaktionen zu gliedern und die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte zu 
evaluieren. So konnte ermittelt werden, dass trotz ähnlich erscheinender 
Fibrillenbildungskinetiken große Unterschiede zwischen Polyacrylsäure und 
Polymethacrylsäure bezüglich ihres Hauptwirkortes in den hierarchischen 
Strukturebenen des Kollagens auftreten.  
Während der Nachgerbstoff Polymethacrylsäure schon in geringen Konzentrationen in 
großem Maße in alle Teilprozesse der Fibrillogenese eingreift, zeigt Polyacrylsäure die 
größten Effekte auf mikrofibrillärer Ebene - einer Fibrillensubstruktur. Dieser Einfluss 
spiegelt sich in Morphologieänderungen in Form von so genannten gesplitteten 
Fibrillen wider, welche mittels atomkraftmikroskopischen Untersuchungen beobachtet 
werden konnten.  
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Zusätzlich scheint Polymethacrylsäure ab einer kritischen Konzentration die 
Fibrillenbildung über einen alternativen Weg ablaufen zu lassen, was sich in der 
morphologischen Betrachtung in Form von langen, dünnen Fibrillen äußert, welche 
nicht mehr in der Lage sind zu höheren Strukturen zu verdrillen.  
Um zusätzlich die Art der Bindung näher zu charakterisieren, wurde ein weiteres 
Verfahren entwickelt, welches die Umkehrreaktion der in vitro Fibrillogenese 
beschreibt. Diese Methode der so genannten Deassemblierung ermöglicht eine 
Unterscheidung zwischen elektrostatischen Wechselwirkungen und kovalenten 
Bindungen zwischen Kollagen und Polymer, indem die Fibrille wieder in ihre nativen 
Monomeruntereinheiten zerlegt und gleichzeitig studiert wird, ob sich die Polymere 
vom Kollagen durch Ladungseintrag lösen lassen.  
Polyethylenglycol und seine niedermolekularen Äquivalente lassen sich in saurem 
Milieu problemlos von Kollagen abwaschen, was für sehr schwache Wechselwirkungen 
spricht. Kovalente Bindungen, wie etwa zwischen Kollagen und Glutaraldehyd lassen 
sich mit dieser Methode nicht lösen. 
Polyacrylsäure und Polymethacrylsäure lassen sich nur zu einem geringen Anteil von 
Kollagen lösen, was auf unterschiedlich affine Bindungsplätze der Polymere an 
Kollagen deutet. Beeindruckender Weise ist es für ausschließlich mit 
Polymethacrylsäure vernetztes Kollagen nicht möglich, dieses wieder in seine 
Untereinheiten zu zerlegen. Polymethacrylsäure ist demnach in der Lage die 
Kollagenmatrix auch ohne die Ausbildung kovalenter Bindungen ausreichend zu 
stabilisieren. 
  
Damit können die eingesetzten und entwickelten Verfahren als Screeningmethoden 
gesehen werden, welche schon vor dem eigentlichen Gerbversuch weit reichende 
Auskünfte über ein mögliches Gerbverhalten der zu Untersuchung eingesetzten 
Substanz liefern. 
 
Die vorliegenden Ergebnisse erlauben Aussagen über den molekularen Charakter der 
Kollagen - Polymer Wechselwirkung und stellen somit einen Beitrag zum Verständnis 
der Gerbung dar. 
 
 
 
 
 
86 
                                                                                                             Literaturverzeichnis 
7 Literaturverzeichnis 
 
[1] Schmid R. D., (2002), Taschenatlas der Biotechnologie und Gentechnik. Wiley-
VCH Verlag GmbH 96. 
[2] Herfeld H., (1981), Bibliothek des Leders, Band 7, Rationalisierung der 
Lederherstellung durch Mechanisierung und Automatisierung – 
Gerbereimaschinen. Umschau Verlag Frankfurt am Main. 
[3] URL: www.wikipedia.org/wiki/Gerben    (06/06) 
[4] Leakey R. E., Lewin R., (2000), Wie der Mensch zum Menschen wurde. 
     Hoffmann und Campe Verlag. 
[5] URL: www.veslic.ch/Gerbereien.htm    (06/06) 
[6] URL: www.jourdan-moebel.de/elmo.html    (06/06) 
[7] Reich G., (2003), Vom Kollagen zum Leder – Gesammelte Abhandlungen, 
Kapitel II: Die Umwandlung von Kollagen in Leder. Forschungsgemeinschaft 
Leder e. V. (Frankfurt am Main), Verein für Gerberei-Chemie und Technik e. V. 
(Reutlingen). 
[8] URL: www.zaversky.at/bro-haut/titel2.htm    (06/06) 
[9] Cutroneo K. R., (2003), How Is Type I  Procollagen Synthesis Regulated at the  
      Gene Level During Tissue Fibrosis. Journal of Cellular Biochemistry 90:1-5. 
[10] URL: www.wikipedia.org/wiki/Kollagen     (07/06) 
[11] Babel W., (1996), Gelatine - ein vielseitiges Biopolymer. Chemie in unserer Zeit  
        2:86-95. 
[12] Parry D. A. D., (1988), The molecular and fibrillar structure of collagen and its  
        relationship to the mechanical properties of connective tissue. Biophys. Chem. 
        29:195- 209. 
[13] URL: www.millenium-biologix.com/Html/00_Primacoll.html (07/06) 
[14] Nusgens B. V., Humbert P., Rougier A., Colige A. C., Haftek M., Lambert C. A., 
        Richard A., Creidi P., Lapiere CM, (2001), Topically applied vitamin C enhances 
the mRNA level of collagens I and III, their processing enzymes and tissue 
inhibitor of matrix metalloproteinase 1 in the human dermis. J. Invest. Dermatol. 
116:853-9. 
[15] Stryer L., (1990), Biochemie. Spektrum der Wissenschaft Verlagsgesellschaft 
        mbH, Heidelberg, 3. Auflage.  
[16] Engel J., Prockop D. J., (1991), The zipper-like folding of collagen triple helices 
        and the effects of mutations that disrupt the zipper. Annu. Rev. Biophys. Chem. 
        20:137-152. 
87 
                                                                                                             Literaturverzeichnis 
[17] Wilson R., Lees J. F., Bulleid N. J., (1998), Protein disulfide isomerase acts as a  
molecular chaperone during the assembly of procollagen. J. Biol. Chem. 
273:9637-9643. 
[18] Ishida Y., Kubota H., Yamamoto A., Kitamura A., Bachinger H. P., Nagata 
        K., (2006), Type I collagen in Hsp47-null cells is aggregated in endoplasmic 
        reticulum and deficient in N-propeptide processing and fibrillogenesis. Mol. Biol. 
Cell. 17:2346-55. 
[19] Dombrowski K. E., Prockop D. J., (1988), Cleavage of type I and type II  
procollagens by type I/II procollagen N-proteinase,, Correlation of kinetic 
constants with the predicted conformations of procollagen substrates. J. Biol. 
Chem. 263:16545-16552. 
[20] Flyvbjerg H., Jobs E., Leibler S., (1996), Kinetics of self-assembling 
microtubules: an "inverse problem" in biochemistry. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
93:5975-9. 
[21]  Weisenhorn A. L., Drake B., Prater C. B., Gould S. A., Hansma P. K., 
Ohnesorge F., Egger M., Heyn S. P., Gaub H. E., (1990), Immobilized proteins 
in buffer imaged at molecular resolution by atomic force microscopy. Biophys. J. 
58:1251-8. 
[22]  Ramachandran G. N., Kartha G., (1954), Structure of collagen. Nature 174:269-
70. 
[23]  Ramachandran G. N., Kartha G., (1955), Structure of collagen. Nature 176:593-
5. 
[24] Smith J. W., (1968), Molecular Pattern in Native Collagen. Nature 219:157-158. 
[25] Parry D. A., Craig A. S., (1979), Electron microscope evidence for an 80 A unit 
in collagen fibrils. Nature 282:213-5. 
[26] Squire J. M., Freundlich A., (1980), Direct observation of a transverse 
periodicity in collagen fibrils. Nature 288:410-413. 
[27] Hulmes D. J., Miller A., (1979), Quasi-hexagonal molecular packing in collagen 
        fibrils. Nature 282:878–880. 
[28] Fraser R. D. B., MacRae T. P., (1981) Unit cell and molecular connectivity in 
        tendon collagen. Int. J. Biol. Macromol. 3:193–200. 
[29] Fraser R. D., MacRae T. P., Miller A., Suzuki E., (1983), Molecular 
conformation and packing in collagen fibrils. J. Mol. Biol. 167:497–521. 
[30] Prockop D. J., Fertala A., (1998), The collagen fibril: The almost crystalline 
        structure. J. of Structural Biology 122:111-118. 
[31] Kadler K. E., Holmes D. F., Trotter J. A., Chapman J. A., (1996), Collagen fibril 
        formation. Biochem. J. 316:1-11. 
88 
                                                                                                             Literaturverzeichnis 
[32] Miller A., (1984), Collagen: the organic matrix of bone. Philos. Trans. R. Soc. 
Lond. B. Biol. Sci.. 304:455-77. 
[33] Cisneros D. A., Hung C., Franz C. M., Muller D. J., (2006), Observing growth 
steps of collagen self-assembly by time-lapse high-resolution atomic force 
microscopy. J. Struct. Biol.154:232-45. 
[34] Gotoh T., Sugi Y., (1985), Electron-microscopic study of the collagen fibrils of 
the rat tail tendon as revealed by freeze-fracture and freeze-etching techniques. 
Cell Tissue Res. 240:529-34. 
[35] URL: www.gmuender.org/bt/biochemie_stoffwechsel/sld021.htm    (07/06) 
[36] Birk D. E., Nurminskaya M. V., Zycband E. I., (1995), Collagen fibrillogenesis in 
situ: fibril segments undergo post-depositional modifications resulting in linear 
and lateral growth during matrix development. Dev. Dyn. 202:229-43.  
[37] Gustavson K. H., (1956), The Chemistry of tanning processes. Academic Press 
        Inc., Publishers New York. 
[38] Reich G., (2000), Ökologische Aspekte wichtiger Gerbverfahren, Eine  
        vergleichende Betrachtung der Chromgerbung und chromfreier Gerbverfahren.   
        Forschungsgemeinschaft Leder e.V. (Hrsg.), Frankfurt a. M. 
[39] Reich G., (2003), Die Theorie der Gerbung – Gestern – Heute – Morgen. Leder 
        und Häutemarkt 1:14. 
[40] Reich G., (1996), Theorie und Praxis der organischen Gerbstoffe, Teil I: 
        Allgemeine Grundlagen und natürliche organische Gerbstoffe. Das Leder 47 
        74–83. 
[41] Reich G., (1996), Theorie und Praxis der organischen Gerbstoffe, Teil II: 
        Synthetische organische Gerbstoffe. Das Leder 47 157–171. 
[42] Reich G., (1993), Betrachtung der Zukunft der Chromgerbung. Leder und 
        Häutemarkt 14:13–20. 
[43] Katz S. A., Salem H., (1994), The Biological and Environmental Chemistry of 
        Chromium. New York:VCH. 
[44] hansecontrol GmbH, (2005), Schadstoffe und ihre Grenzwerte. 
        Informationsbroschüre, Textillabor, Hamburg. 
[45] URL: www.umwelt-online.de/recht/t_regeln/trgs/trgs900/901/an3.htm  (07/06) 
[46] Veis A., Payne K., (1988), Collagen Fibrillogenesis in: Collagen. Vol. I: 
        Biochemistry, eds. M.E. Nimni, CRCPress, Boca Raton. 
[47] URL: www.chemgapedia.de/vsengine/printvlu/vsc/de/ch/9/mac/andere/ 
acrylate/polyacrylate.vlu.html       (10/06) 
[48] Danch A., (2006), The Glass Transition – Finite size effect. Journal of Thermal  
       Analysis and Calorimetry 84:663-668. 
89 
                                                                                                             Literaturverzeichnis 
[49] Na G. C., Butz L. J., Carroll R. J., (1986), Mechanism of in vitro collagen fibril 
        assembly. Kinetic and morphological studies. J. Biol. Chem. 261:12290-12299. 
[50] Hesse M., Meier H., Zeeh B., (1991), Spektroskopische Methoden in der 
        organischen Chemie. Georg Thieme Verlag Stuttgart. 
[51] Schmidt W., (1994), Optische Spektroskopie- Eine Einführung für 
        Naturwissenschaftler. VCH, Weinheim. 
[52] Bradt J. H., (1998), Assemblierung und Mineralisierung von Kollagen I und 
deren Beeinflussung  durch anionische Polyamidsäuren. Dissertation TU-
Dresden.  
[53] Tuckermann M., (2001), Struktur-Eigenschafts-Beziehungen in Leder und  
Kollagen- Modellsystemen. Fortschr.-Ber. VDI Reihe 17 Nr. 204, Düsseldorf: 
VDI Verlag. 
[54] Silver F. H., Birk D. E., (1983), Kinetic Analysis of Collagen Fibrillogenesis: I. 
Use of Turbidity - Time Data. Collagen Rel. Res. 3:393-405. 
[55] Wood G. C., Keech M. K., (1959), The Formation of Fibrils from Collagen 
        Solutions. Biochem. J. 75:588-598. 
[56] Na G. C., Phillips L. J., Freire E. I., (1989), In vitro collagen fibril assembly:  
        thermodynamic studies. Biochemistry 28:7153-7161. 
[57] Lopez  J. M., Imperial S., Valderrama R., Navarro S., (1993), An Improved  
        Bradford Protein Assey for Collagen Proteins. Clinica Chimica Acta 220:91-100.  
[58] Binning G., Quate C. F., Gerber C., (1985), Atomic Force Microscope. Phys. 
Rev. Lett. 56:930. 
[59] Westra K. L., Thomson D. J., (1994), Atomic Force Microscope Tip Radius 
Needed for Accurate Imaging of Thin Film Surfaces. Journal of Vacuum 
Science and Technology B. 12:3176-3181.  
[60] Sarid D., (1991), Review of Scanning Force Microscopy. Journal of Vacuum 
        Science & Technology B. 9:2-431. 
[61] Mertig M., Thiele U., Bradt J., Leibiger G., Pompe W., Wendrock H., (1997), 
Scanning force microscopy and geometrical analysis of two-dimensional 
collagen network formation. Surface and Interface Analysis 25:514-521. 
[62] Piez, K. A., Trus B. L., (1981), A new model for packing of type-I collagen 
        molecules in the native fibril. Biosci. Rep. 1:801-810. 
[63] Wess T. J., Hammersley A. P., Wess L., Miller A., (1998), Molecular packing of  
        type I collagen in tendon. J. Mol. Biol. 275:255-267. 
[64] Orgel J. P., Miller A., Irving T. C., Fischetti R. F., Hammersley A. P., Wess T. J., 
(2001), The in situ supermolecular structure of type I collagen. Structure 
(London) 9:1061-1069. 
90 
                                                                                                             Literaturverzeichnis 
[65] Orgel J. P., Irving T. C., Miller A., Wess T. J., (2006), Microfibrillar structure of  
        type I collagen in situ.  Biophysics 103:9001-9005. 
[66] Schatt W., Worch H., (1996), Kapitel 3: Übergänge in den festen Zustand in: 
        Werkstoffwissenschaft. Deutscher Verlag für Grundstoffindustrie Stuttgart,  
        8. Auflage 113ff. 
[67] Veis A., George A., (1994), Fundamentals of Interstitial Collagen Self-Assembly 
        in: Extracellular Matrix and Structure. herausgegeben von Yurchenco P. D.,  
        Biology of the Extracellular Matrix Sereis, Academic Press, San Diego 15-46. 
[68] Gelman R. A., Williams B. R., Piez K. A., (1979), Collagen Fibril Formation, 
        Evidence for a multistep process. J. of Biol. Chem. 254:180-186. 
[69] Goh M. C., Paige M. F., Gale M. A., Yadegari I., Edirisinghe M., Strzelczyk J., 
        (1997), Fibril formation in collagen. Physica A. 239:95-102. 
[70] Cassel J. M., (1966), Collagen Aggregation Phenomena. Biopolymers 4:989-
997. 
[71] Wood G. C., (1960), The Formation of Fibrils from Collagen Solutions 2. A 
        Mechanism of Collagen-Fibril Formation. Biochem. J. 75:598-605. 
[72] Bulo Rosa E., Siggel Lorenz, Molnar Ferenc, Weiss Horst, (2006), Modeling of 
        Bovine Type-I Collagen Fibrils: Interaction with Pickling and Retanning Agents. 
        Macromolecular Bioscience 7:234-240. 
 
 
 
 
 
91 
                                                                                                                         Danksagung 
Gewöhnlich steht an dieser Stelle 
eine Danksagungstabelle. 
Gewichtet wird dabei nach Quote, 
vielleicht beeinflusst´s ja die Note. 
 
Es wird betont, gelobt, gebogen, 
mitunter auch mal leicht gelogen. 
Ich sehe ab von solcher Reihung 
Marke: Oscar-Preisverleihung. 
 
Ohnehin sind schnöde Sätze 
zu profane Alltagsplätze, 
unvermögend, zu bescheiden 
des Dankes Tiefe zu beschreiben. 
 
So ignorier ich diese Schranke 
und sage kurz und einfach: 
Danke! 
 
 
für 
Vertrauen, Anleitung, Betreuung, Korrekturen, Diskussionsbereitschaft, Finanzierung, 
fachliche Unterstützung, starke Schultern, offene Ohren, geteilte Freude, geteilte 
Verzweiflung, zugesprochenen Mut, einen gestärkten Rücken, vermitteltes Wissen, 
eine wunderbare Zeit und die Möglichkeit, kreativ und frei zu arbeiten  
 
 
an (alphabetisch geordnet): 
die gesamte Arbeitsgruppe BioNanotechnologie und Strukturbildung (BNS), Dr. Stefan 
Diez (MPI), Dr. Rainer Erhardt (BASF), meine Familie, Dr. Sebastien Garnier (BASF), 
Frau Christel Grumbach, Dr. Karina Kettner, Matthias Kurpiers-Günther, Dr. Jörg Opitz, 
Prof. Wolfgang Pompe, Dr. Oliver Reese (BASF), Prof. Günter Reich, Prof. Gerhard 
Rödel, Dr. Günter Scherr (BASF), Maria Sparing, Dr. Tilman Taeger (BASF). 
 
Obwohl ich keine Wichtung vornehmen wollte, bin ich einer Person doch einen ganz 
besonderen Dank für eine großartige Betreuung schuldig: Dr. Michael Mertig 
(Gruppenleiter BNS). 
Selbständigkeitserklärung 
 
Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter 
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die aus 
fremden Quellen direkt oder indirekt übernommenen Gedanken sind als solche 
kenntlich gemacht. 
 
Insbesondere habe ich nicht die Hilfe eines kommerziellen Promotionsberaters in 
Anspruch genommen. Dritte haben von mir keine geldwerten Leistungen für Arbeiten 
erhalten, die in Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen. 
 
Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher 
Form einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt. 
 
Ich erkenne die Promotionsordnung der Fakultät für Mathematik und 
Naturwissenschaften der TU Dresden an. 
 
 
 
 
Dresden, den 10.05.2007      Doreen Naumburger 
